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POPIS KRATICA

cag (PAI) - od engleski cytotoxin-associated gene pathogenicity island
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BMDC - od engleski bone marrow-derived mesenchymal cells
IAP -od engleski inhibitors of apoptosis
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NAIP - od engleski neuronal apoptosis inhibitor protein
TNF- od engleski tumor necrosis factor

BIR - od engleski baculovirus IAP repeat

NF-«B - od engleski. nuclear factor kappa B

CK2- od engleski casein kinaze 2

NES -od engleski nuclear export signals

WHO —od engleski World Health Organisation



BRCA 2 — od engleski Breast Cancer 2 susceptibility protein

HNPCC —od engleski Hereditary nonpolyposis colorectal cancer

ESD — endoskopka submukozna disekcija

EMR - endoskopska mukozna resekcija

SMAC/DIABLO —od engleski second mitochondria-derived activator of caspases
APC — od engleski Adenomatous Polyposis Coli

TCF — od engleski T Cell Factor

HTLV-1 — od engleski Human T-cell Lymphotropic Virus Type 1

PBS — od engleski puffered bovine saline



1. UVOD

1.1. Epidemiologija karcinoma zeluca

1.1.1 Incidencija i mortalitet

Karcinom Zeluca zauzima cetvrto mjesto u incidenciji malignih bolesti na svjetskoj
razini, a predstavlja drugi najveéi uzrok smrti povezan s karcinomima (1, 2).
Svake godine se u svijetu otkrije oko 900 000 do 1 000 000 novih slu¢ajeva, a oko 700 000
ljudi umire od posljedica te bolesti. Unato¢ napretku u dijagnostici i lijeCenju karcinoma
zeluca, 5 godiSnje prezivljenje izvan Japana je i dalje oko 20% (3-5) .
Epidemioloska istrazivanja otkrila su razlike u incidenciji i mortalitetu karcinoma zeluca
obzirom na dob, spol, anatomsku lokalizaciju, rasno i geografsko podrijetlo, socioekonomski
status, prehrambene i Stetne navike, izlozenost infekciji s Helicobacter pylori i drugo.
Prema podacima WHO (World Health Organization), vise od 70% slucajeva karcinoma
zeluca se javlja u zemljama u razvoju, a polovica svjetske incidencije je u istocnoj Aziji
(Kina)(4). Japan ima najvecu incidenciju adenokarcinoma zeluca u svijetu (69,2 novih
slucajeva na 100 000 muskaraca i 28,6 nova slucaja na 100 000 zena) (6). Sli¢no je 1 u Koreji
(7, 8), a slijede Kina, Isto¢na Europa, Centralna i Juzna Amerika (8, 9). Najniza incidencija
raka Zeluca je u Sjevernoj Americi (<3,7 slucaja na 100 000 stanovnika), zapadnoj Europi,
Australiji i Novom Zelandu (6). U SAD-u, incidencija je niska, a stopa smrtnosti iznosi 5,2
na 100 000 stanovnika (1). Ukupna incidencija u Europi iznosi 12-15 na 100 000 stanovnika
(1, 2).

Najveci mortalitet je u Isto¢noj Aziji (28,1 /100 000 u muskaraca, 13,0 /100 000 u
zena ) , slijede Centralna i Istocna Europa te Centralna i Juzna Amerika. Najnizi mortalitet je

u Sjevernoj Americi (2,8 za muskarce , odnosno 1,5 za zene )(6).



Karcinom zeluca je rijedak prije 40-ih godina Zivota, nakon ¢ega se incidencija povecava te se
vrsak javljau 7. 1 8. desetlje¢u Zivota za oba spola (2, 10, 11). Naime, karcinom Zeluca cesce
se javlja u muskaraca (omjer incidencije muskarci : Zene = 2:1 u populaciji visokog rizika,
odnosno 3:2 u populaciji niskog rizika). (8, 9)

Postoje rasne razlike pa je tako u SAD-u, incidencija kod stanovni$tva bijele rase dvostruko
manja u odnosu na ostalu populaciju.

Karcinom Zeluca bio je vodeéi uzrok smrti od zlo¢udne bolesti pocetkom 20. stoljeca,

medutim iz nepoznatih razloga incidencija se konstantno smanjivala od 1930. godine. U
svijetu postoje znacajne razlike u incidenciji, prevalenciji i stopi mortaliteta, medutim od
1950-ih godina u svjetskim razmjerima se incidencija karcinoma Zeluca i stopa mortaliteta
progresivno smanjuje kako u podru¢jima s visokom tako i u podru¢jima s niskom
incidencijom bolesti, a osobito u razvijenim zemljama (2, 12). Ova pojava objasnjava se
poboljSanjem zivotnih uvjeta i promjenama navika prehrane nego Sto je ona rezultat samog
lijecenja bolesti.
Znacajne svjetske varijacije u incidenciji karcinoma zeluca navode na pretpostavke o velikom
utjecaju okoliSa na njegovo nastajanje. Zanimljivo je da dolazi do smanjivanja rizika za
nastanak karcinoma kod ljudi koji migriraju iz populacija visokog rizika, kao §to je Japan, u
podrucja s niskom incidencijom, kao Sto je SAD (13). To daje naslutiti da je utjecaj okolisa
tijekom ranog Zivota vazan ¢imbenik za odredivanje rizika za nastanak karcinoma Zeluca, ali
isto tako drugi okoliSni ili kulturni ¢imbenici mogu imati daljnji utjecaj u predispoziciji za
nastanak karcinoma Zeluca tijekom Zivota.

Epidemioloske studije pokazale su razlike ne samo po dobi, spolu, geografskom
podrucju ve¢ 1 prema anatomskoj lokalizaciji tumora kao i histoloskim tipovima karcinoma.
Danas je poznato da se incidencija i mortalitet karcinoma proksimalnog dijela Zeluca ili

kardije te incidencija karcinoma distalnog Zeluca razlikuju. Ova dva podtipa karcinoma Zeluca
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imaju razli¢itu epidemiologiju i patogenezu, premda o uzrocima razlika postoje brojna pitanja
i dvojbe. lako se ukupna incidencija karcinoma Zeluca smanjuje, incidencija karcinoma
proksimalnog dijela Zeluca i kardije je u porastu od 1970-ih godina, osobito u muskoj
populaciji u zemljama Zapada, za razliku od karcinoma distalnog dijela Zeluca cija je
incidencija u padu (1, 14-17). Proksimalni karcinom Zeluca (koji ima tezu prognozu) je sli¢an
adenokarcinomu ezofagusa s obzirom na spol, rasu i socijalni status te se smatra da
predstavlja razli¢iti bioloski entitet. Karcinomi kardije zeluca ucestaliji su 5 puta kod
muskaraca u odnosu na Zene, a dva puta su ucestaliji kod bijelaca (18). Karcinomi kardije
imaju znatno slabiju prognozu u usporedbi sa karcinomima distalnog dijela Zeluca, sa slabijim
5-godisnjim prezivljenjem i1 ve¢im operacijskim mortalitetom (6).

Jedna od najc¢esce koristenih podjela karcinoma zeluca je prema histoloskom tipu koju
je objavio Lauren 1965. godine (19) na intestinalni (dobro diferencirani) koji se javlja u 50%
slucajeva, difuzni (nediferencirani) u 33% slucajeva te mjesani ili neklasificirani tip, koji €ini
17 %. Intestinalni tip povezan je sa gastritisom u korpusu zeluca, atrofijom Zzeluca i
intestinalnom metaplazijom, dok je difuzni tip povezan sa gastritisom cijelog zeluca, bez
atrofije. Intestinalni tip je ¢eS¢i kod muskaraca, crnaca i starijih dobnih skupina, dok difuzni
tip ima jednaku raspodjelu po spolu, a ¢es$¢i je kod mladih osoba (19, 20). Inestinalni tip
dominira u podrucjima visokog rizika, kao Sto je Isto¢na Azija, Isto¢na Europa, Centralna i
Juzna Amerika te je predmet svjetskih varijacija incidencije karcinoma Zeluca. Difuzni tip ima
uyjednacenu geografsku distribuciju (21). Smatra se da je do smanjivanja incidencije
karcinoma zeluca doSlo zbog smanjivanja incidencije intestinalnog podtipa karcinoma
korpusa zeluca (22), kako u visoko, tako i u nisko rizi¢nih populacija, dok se incidencija
difuznog podtipa, osobito sa stanicama prstena pecatnjaka, povecavala u vecini nisko rizi¢nih

populacija (gdje danas dominira difuzni podtip) i ¢ak u nekih visoko rizi¢nih populacija (23).
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Karcinom kardije uglavnom je difuznog tipa dok je distalni karcinom zeluca uglavnom
intestinalnog tipa (24, 25) Veéina karcinoma zeluca u pacijenata starijih od 40 godina
intestinalnog su podtipa, dok je agresivniji difuzni podtip ¢es$¢i u mladih pacijenta (6, 24, 25).
Osim incidencije, unazad nekoliko desetlje¢a, u veéini zemalja svijeta u opadanju je i
mortalitet (26). Ukupno gledano, u zemljama s veCom incidencijom, stopa prezivljenja je veca
u odnosu na zemlje s manjom incidencijom (27). Ova povezanost je uglavnom posljedica
razlike koja dolazi od lokalizacije tumora u zelucu (6). Takoder, programi probira u
podru¢jima visokog rizika doveli su do smanjenja mortaliteta. U Japanu, gdje se provodi
program masovnog probira i karcinom otkriva u ranim stadijima, stopa mortaliteta je pala za
viSe od pola u odnosu na rane 70-te godine proslog stoljeéa (6). Mortalitet naime uvelike ovisi
o dubini zahvacanja stijenke u trenutku dijagnoze pa stopa 5. godiSnjeg prezivljenja za
karcinom Zeluca koji je ograni¢en na mukozu iznosi 95%. Nasuprot tome, u SAD-u se malo
karcinoma Zeluca otkriva u ranom stadiju, Sto daje 5. godiSnje prezivljenje od manje od 20 %
(28-30). Sli¢no je i u europskim zemljama, gdje se stopa 5. godiSnjeg prezivljenja krece od
10% do 20% (3, 27).

U Republici Hrvatskoj incidencija karcinoma Zeluca u poslijednjih 10-ak godina
iznosi oko 1200 slucajeva dok je smrtnost izmedu 900 i 1000. U Hrvatskoj je 2003. godine
incidencija karcinoma Zeluca u oba spola bila 26.5 na 100 000 stanovnika (muskarci 34.2/100

000; zene 19.3/100 000), sa najve¢om pojavnoséu izmedu 80-84 godine zivota (31).

1.1.2. Etioloski ¢imbenici
S izuzetkom Japana, incidencija karcinoma Zeluca je obrnuto proporcionalno
povezana sa socioekonomskim statusom koji vjerojatno odrazava citav niz socijalnih,

kulturnih i prehrambenih ¢imbenika te utjecaja zanimanja.
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Nekoliko je ¢imbenika prehrane i navika povezano s incidencijom karcinoma zeluca
te je tako u korelaciji s visokim unosom soli te konzumacijom usoljene, konzervirane ili
dimljene ribe ili mesa te unosom nitrata, nitrita i sekundarnih amina (32). Vjeruje se da
povezanost lezi u Cinjenici da je navedena hrana jedan od uzro¢nika atroficnog gastritisa i
izvor nastanka karcinogenih N — nitroso spojeva (11). Policikli¢ki aromatski ugljikovodici u
takvoj hrani mogu biti kancerogeni, a nitrati i nitriti se mogu pretvoriti u poznate aktivne
karcinogene N-nitrozamine. Pretpostavlja se da sol ima ulogu u razvoju kroni¢nog atrofi¢nog
gastritisa te da moze povecati mutagenost hrane koja sadrzi nitrate i nitrite i djelovati kao ko-
karcinogen. U Hisayama studiji, koja je pratila unos soli i pojavu karcinoma zeluca, utvrdena
je jaka veza izmedu pojacanog unosa soli, Helicobacter pylori infekcije i atroficnog gastritisa.
(33). U smanjenju svjetske incidencije karcinoma zeluca, vjerojatno je ulogu imalo i
povecano konzumiranje hrane koja je konzervirana putem hladenja i smrzavanja te je na taj
nacin dosSlo do izbjegavanja uzimanja ovih kancerogena. Drugi ¢imbenici prehrane koji
povecavaju rizik od nastanka karcinoma zeluca ukljucuju hranu s malo masti i proteina te
malo vitamina A i C. Mnoge studije su pokazale da je prehrana bogata sirovim povréem,
vo¢em i vlaknima te vitaminima A i C povezana s niskim rizikom nastanka karcinoma Zeluca.
Kod populacije koja uzima velike koli¢ine voca i povréa pokazano je smanjenje rizika
nastanka karcinoma zeluca za 30-50% (34). I askorbinska kiselina i beta karoten koji se
nalaze u svjezem vocu i povréu djeluju kao antioksidansi. Kalcij, vitamin A 1 vitamin C
smatraju se protektivnim ¢imbenicima Zelucane sluznice jer mogu sprijeciti konverziju nitrita
u N-—nitrozamine (11, 34). Poznato je da je lokalna koncentracija vitamina C smanjena u
pacijenata inficiranih s HP (35, 36). U slijedu karcinogeneze od atrofi¢nog gastritisa do
metaplazije, gubitak parijetalnih stanica rezultira podizanjem zelu¢anog pH. Dolazi do

proliferacije bakterija koje reduciraju nitrate te se kod visokog pH stvaraju nitriti koji mogu
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do¢i u interakciju sa drugim spojevima koji sadrzavaju dusik te sa drugim karcinogenim
spojevima.

Pusenje cigareta takoder povecava relativni rizik od nastanka karcinoma proksimalog
zeluca za 2-3 puta (37), medutim konzumacija alkohola izgleda da nema utjecaja na
povecanje rizika.

lako je vecina karcinoma Zeluca sporadi¢na, oko 8% do 10% sadrzi nasljednu

komponentu.(35) Tako se karcinom Zeluca ponekad javlja u obiteljima sa mutacijom gena
p53 (Li-Fraumeni sindrome) i BRCA2 (38).
Nasljedni difuzni karcinom Zzeluca javlja se u 1% do 3% slucajeva, a uzrok lezi u mutaciji
gena CDH1 na kromosomu 16922, za prepisivanje stani¢ne adhezijske molekule E-cadherina
Sto vodi do autosomno-dominantne  predispozicije za razvoj karcinoma zeluca sa
penetracijom od oko 70% (36, 38-41). Obzirom da je rizik od nastanka visok Huntsman i
sur.(36) predlazu profilakticku gastrektomiju po identifikaciji mutacije ovog gena ili
kontrolne gastroskopije svakih 6 mjeseci (42-44).

Drugi ¢imbenici koji su povezani s pove¢anim rizikom za nastanak karcinoma Zeluca
su kroni¢ni atrofiéni gastritis (npr. perniciozna anemija, toksicni i ¢imbenici prehrane,
prijasnje operacije na zelucu sa refluksom zuci), hipertroficna gastropatija (Metenierova
bolest ), polipi Zeluca , niski socioekonomski status te pretilost (11, 34).

Karcinom zZeluca moze se razviti i kod sindroma nasljednog nepolipoznog karcinoma kolona
(HNPCC) kao i dio sindroma gastrointestinalnih polipa ukljucujuéi obiteljsku adenomatoznu
polipozu i Peutz-Jegers sindrom (35).

Izmedu 5% 1 10% slucajeva karcinoma Zeluca povezano je s infekcijom Epstein-Barr
virusom (EBV). Ovi karcinomi obiljeZeni su metilacijom DNA promotorske regije razliitih
gena $to smanjuje njihovu ekspresiju i time vodi nastanku tumora. U barem nekoliko

slucajeva opisano je sprjecavanje ekspresije E-cadherin gena putem metilacije promotora.
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Karcinomi povezani sa EBV imaju posebna klinickopatoloska obiljezja ukljucujuéi
predominaciju kod muskaraca, lokalizaciju na kardiji Zeluca, limfocitnu infiltraciju, difuzni
tip histologije te moguée povoljniju prognozu (45, 46).

Ostali ¢imbenici koji se dovode u vezu s nastankom karcinoma Zeluca jesu ranija
resekcija zeluca , a vjerojatno uzrok lezi u refluksu Zu€nog sadrzaja te kronicnoj upali
sluznice. Rizik je povecan kod pacijenata operiranih zbog ulkusa zeluca u odnosu na one
operirane zbog ulkusa duodenuma, ali se pravi rizik za razvoj karcinoma zeluca izgleda
precjenjuje.(47)

Polipi Zeluca se obi¢no nalaze kao slucajan nalaz prilikom endoskopije u 2-3%
sluc¢ajeva. Polipi fundusnih zlijezda ¢ine 47% svih polipa Zeluca te ne pokazuju maligni
potencijal. Tipi¢no, prezentiraju se kao multiple, 2-3 mm velike sesilne lezije u korpusu i
fundusu, najcescée u zdravoj sluznici zeluca. Vecina slucajeva je sporadi¢na, ali se moze javiti
u 53% pacijenata sa obiteljskom adenomatoznom polipozom, tj. Gardnerovim sindromom.
Premda polipi sami za sebe nisu neoplasti¢ni, retrospektivne studije su pokazale prisustvo
kolorektalnih neoplazija u do 60% pacijenata sa polipima fundusnih zlijezda(48).
Hiperplasti¢ni polipi su medu najces¢im polipima i ¢ine 28-75% svih polipa Zeluca. Lezije su
tipicno manje od 1,5 cm te nastaju na podlozi kroni¢nog atroficnog gastritisa u 40-75%
slucajeva. Najcesce kronicni atrofin¢ni gastritis jest sekundaran infekciji HP ¢ija eradikacija
moze dovesti do regresije polipa. Premda hiperplasti¢ni polipi nisu neoplastic¢ni, povremeno
se mogu razviti displastiéne promjene. Pravi adenokarcinom se nalazi u 2% hiperplasti¢nih
polipa. Kada se poronadu, indicirana je endoskopska polipektomija u svrhu histoloskog
pregleda. (48)

Adenomatozni polipi pokazuju odredeni rizik malignosti. Cine 10% svih polipa Zeluca, te su
naj¢eS¢e antralni, sesilni, pojedinacni te erodirani. Adenomi se mogu prezentirati kao

tubularni, tubulovilozni ili vilozni. Adenokarcinom zeluca se moze naé¢i u 21% slucajeva s
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povecanim rizikom kod vecih polipa vilozne grade. Polipi ve¢i od 4 cm u promjeru mogu
sadrzavati karcinom u 40% slucajeva. Fokalni karcinomi pronadeni su u 6% ravnih tubularnih
adenoma te u 33% viloznih i tubuloviloznih adenoma. Nadalje, prisustvo adenoma Zeluca je

pokazatelj poovecanog rizika za stvaranje adenokarcinoma u drugim dijelovima zeluca. (48)

Kao jedan od glavnih etioloskih ¢imbenika rizika nastanka karcinoma zeluca i
prekursorskih lezija u poslijednja dva desetlje¢a istrazuje se infekcija sa bakterijom
Helicobacter pylori (49, 50), medutim ne moze se tvrditi da je samostalan uzro¢nik njegova
nastanka (51) . Ipak, obzirom na brojne dokaze o povezanosti , u daljnjem tekstu se detaljnije

obraduje .

1.1.3. Patogeneza

Pretpostavlja se da adenokarcinom Zeluca nastaje kroz nekoliko stupnjeva procesa
kancerogeneze. U njegovom nastanku vjerojatno postoji interakcija genetskih predispozicija,
prehrambenih navika, infekcija te drugih ¢imbenika okoliSa. Pri tome naslijedene ili steCene
genetske komponente u stanicnom supstratu dolaze kroz odredeno vrijeme pod utjecaj
razli¢itih okoliSnih (npr. prehrambenih) ¢imbenika. To rezultira nakupljanjem genetskih
mutacija koje se na kraju fenotipski manifestiraju kao prekancerozne lezije (kroni¢ni atrofi¢ni
gastritis, adenomi Zeluca, intestinalna metaplazija i displazija Zeluca) te konacno karcinom
(24, 52, 53) koje se mogu javljati sekvencionalno, ali i neovisno jedna o drugoj (54).
Correa i sur. predlozili su multifaktorijalni model patogeneze intestinalnog tipa karcinoma
zeluca koji se mijenjao s nadolaze¢im spoznajama (24, 53). Proces je kontinuirana progresija
lezija sluznice koja se javlja kroz dva ili tri desetlje¢a. Zapocinje akutnim povrSinskim
gastritisom koji progredira u kroni¢ni aktivni neatroficni gastritis te potom u kronicni

multifokalni atrofi¢ni gastritis s razvojem intestinalne metaplazije, potom displazije te
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konacno karcinoma. Procjenjuje se da 10% pacijenata s kroni¢nim atrofi¢nim gastritisom
razvija karcinom zeluca tijekom perioda od 15 godina. Medutim, gastritis je S$iroko
rasprostranjen u populaciji, a u vecini slucajeva nema daljnje progresije osim ako Zeludac nije
izlozen drugim faktorima. Javlja se regeneracija sluznice, ali ako gastritis perzistira, sluznica
zeluca progresivno ide u atrofiju i moze se djelomicno zamijeniti intestinalnim tipom epitela
(intestinalna metaplazija) §to moze progredirati preko displazije u malignu promjenu (48).
Atrofija i intestinalna metaplazija su multifokalne, a kao i gastritis najprije se javljaju na
angularnom pregibu na spoju sluznice antruma i korpusa .

Intestinalna metaplazija oznacena je pojavom intestinalnog epitela izvan crijeva. Ova
najcesca prekancerozna lezija povezana s karcinomom zeluca obi¢no se povezuje s
intestinalnim podtipom iako se moze naci i u pacijenata s difuznim podtipom (48).

Podjela intestinalne metaplazije koja kombinira morfoloska obiljezja te histokemijski pregled
sluzi klasificira metaplaziju u tri tipa. Histokemijski, mucini normalne Zelu¢ane sluznice su
pH neutralni, dok se kod intestinalne metaplazije pojavljuju kiseli mucini koji pak mogu biti
sijali¢ni ili sulfatirani. Tip 1 odnosi se na zrele apsorpcijske stanice koje nalikuju stanicama
sluznice tankog crijeva te sadrze vec¢inu probavnih enzima 1 sijalomucine. Tip 2 je prijelazni
oblik i odnosi se na nezrele apsorpcijske stanice sa zeluCanim i intestinalnim mucinima te
malom koli¢inom probavnih enzima. Tip 3 predstavlja obrazac intestinalne metaplazije koja
nalikuje sluznici kolona sa mutiplim nepravilnim kapljicama sluzi u citoplazmi uz odsutan
Cetkasti rub (55), a sadrzi sulfatirane mucine (56). Tip 3 nosi najveéi rizik od maligne
transformacije, $to je u skladu sa zapazanjima da je uznapredovali stadij te da nosi ve¢i rizik
od nastanka karcinoma Zeluca u odnosu na obrazac tankog crijeva, premda relativni rizik
razvoja karcinoma zeluca u pojedinih tipova intestinalne metaplazije joS nije u potpunosti

odreden (57, 58).
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Kako gastritis progredira prema kronicitetu dolazi do smanjenja broja parijetalnih stanica i
stanica koje izluuju pepsinogen te posljedi¢nog smanjenja mnogih endokrinih stanica u
korpusu i antrumu Zeluca.

Koristan pokazatelj uznapredovalosti atrofije /metaplazije je odredivanje serumske
razine pepsinogena (59). Pepsinogen I secerniraju glavne i mukozne stanice vrata u
zlijezdama korpusa i fundusa dok se pepsinogen II secernira iz ovih, ali i stanica pilori¢kih
zlijezda kao i Brunnerovih Zzlijezda (60). Znacajan pad serumskog pepsinogena I povezan je
sa jakom atrofijom sluznice korpusa. Prema jednoj japanskoj studiji, atrofija zeluca se moze
dijagnosticirati kada je serumska razina pepsinogena I manja od 70ug/1 i kada je omjer razina
pepsinogena I 1 pepsinogena Il manja od 3.0 (61).
U korpusu, atrofija zahvaca stanice koje normalno seceniraju epidermalne i transformirajuée
faktore rasta koji su mitogeni ukljuceni u cijeljenje sluznice, Sto moze imati utjecaja na
normalnu regeneraciju sluznice. Smanjenje egzokrine sekrecije Zelu¢ane kiseline uz prateci
porast zelu€anog pH dovodi do kolonizacije lumena Zeluca mikroorganizmima. Posljedi¢an
rast bakterija rezultira daljnjom ozljedom sluznice direktno ili putem bakterijske produkcije
nitrita i N-nitrozamina iz nitrata iz hrane.

Displazija se moze podijeliti u displazije niskog, srednjeg 1 visokog stupnja . Obzirom
da se intraepitelna displazija visokog stupnja razvija u karcinom zeluca u 60% do 85%
slucajeva, ¢esto se smatra ranim karcinomom zeluca i indikacijom za operaciju (53, 62-67).
Relativno se malo zna o patogenezi difuznog tipa karcinoma Zeluca. Pretpostavlja se da ovom
tipu karcinoma prethode dva tipa prekanceroznih lezija: ne-metaplasticka displazija i
globusna displazija. Obje lezije nastaju nakon mutacije jedne stanice u prethodno normalnoj
sluznici Zeluca(48).

Molekularne promjene koje se dogadaju pri progresiji normalne Zelucane sluznice

prema malignim promjenama jo§ uvijek nisu do kraja poznate. Pretpostavlja se da se genska
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nestabilnost, aktivnost telomeraza, te mutacija p53 gena dogada rano u nastajanju malignog
procesa, dok se kasnije javlja prekomjerna ekspresija epidermalnog faktora rasta i aktivacija
onkogena.

Nedavno je identificirano nekoliko genskih alteracija povezanih s karcinomom zeluca.
Ove promjene mogu se klasificirati kao aktivacije onkogena, inaktivacije tumor-supresorskih
gena, smanjenje stani¢ne adhezije, reaktivacije telomeraze te prisutnost mikrosatelitne
nestabilnosti. C-met protoonkogen je receptor za hepatocitni ¢imbenik rasta te je Cesto
pojacano izrazen u karcinomu zeluca kao i k-sam i c-erbB2 onkogeni. Inaktivacija tumor
supresorskih gena p53 i1 pl6 pronadena je u karcinomima i difuznog i intestinalnog tipa, dok
je mutacija gena adenomatozne polipoze kolona (APC) ¢es¢a u intestinalnom tipu karcinoma
zeluca. Nadalje, smanjenje ili gubitak stani¢ne adhezijske molekule E-cadherina moze se naci
u priblizno 50% karcinoma difuznog tipa(36, 39-41). Mikrosatelitna nestabilnost se moze naci
u priblizno 20-30% karcinoma zeluca intestinalnog tipa. Mikrosateliti su segmenti DNA u
kojima se kratak (1-5 nukleotida dugacak) uzorak ponavlja nekoliko puta. Mikrosatelitna
nestabilnost oznacena je dobivanjem ili gubitkom ponavljaju¢ih sekvenci u mikrosatelitnim

alelima maticnih stanica, vodeci ka ekspanziji klona koja je tipi¢na za neoplazmu.

1.1.4. Helicobacter pylori i karcinom zeluca
1.1.4.1 Epidemiologija infekcije s Helicobacter pylori

Epidemioloski podaci govore da je preko 90% karcinoma Zeluca povezano sa
Helicobacter pylori (HP) infekcijom.
HP je spiralno oblikovana, mikroaerofilna , gram—negativna bakterija dimenzija 3.5x0.5
mikrona. Infekcija s HP najces¢a je kroni¢na bakterijska infekcija u ljudi (50% svjetske

populacije je inficirano) (68). HP uzrokuje aktivni kroni¢ni gastritis u svih zarazenih
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pacijenata, a klinicki znac¢ajne bolesti zelucani i dudenalni ulkusi, MALT limfomi i karcinom
zeluca predstavljaju krajnji rezultat infekcije u samo 20% inficiranih (69-71).

Zemlje sa visokom stopom karcinoma Zeluca tipi¢no imaju visoku prevalenciju infekcije s
HP, te smanjivanje prevalencije HP u razvijenim zemljama prati smanjivanje incidencije
karcinoma zeluca (72, 73). Izuzetak je Afrika gdje je infekcija s HP cCesta, dok karcinom
zeluca ostaje i dalje rijedak.

Infekcija s HP najvjerojatnije se dogada u djetinjstvu fekooralnim putem i prijenosom
s drugih osoba, te kontaminiranom hranom i vodom (74, 75), a osoba postaje dozivotni
nosioc. Prevalencija je blisko povezana sa socioekonomskim faktorima kao S$to su
prenapucenost i losi sanitarni uvjeti zivota (76-80).

Povezanost kroni¢ne infekcije i razvoja karcinoma zeluca danas se smatra dokazanom
(81-84). 1994. godine , International Agency for Research on Cancer (IARC) i WHO
klasificrala je HP kao tip I (definitivni) karcinogen u ljudi (85).

IARC procjenjuje da je oko 36 % sluCajeva karcinoma Zeluca u razvijenim zemljama te 47%
slu¢ajeva u zemljama u razvoju povezano sa HP (85). Procjenjuje se da je oko 65 do 80% svih
karcinoma Zeluca , izuzev karcinoma kardije uzrokovano infekcijom s HP (86-89). Medutim ,
poznato je da samo 1% zarazenih razvija karcinom zeluca (90).

Po otkri¢u povezanosti infekcije s HP i karcinoma zeluca uslijedile su brojne klinicke studije.
Rezultati razli¢itih studija o reverzibilnosti atrofije i/ili intestinalne metaplazije nakon
eradikacije nisu uskladeni. Ve¢ina autora pokazuje reverzibilnost atrofije , ali ne i intestinalne
metaplazije (91-93). Jedna od znacajnijih je i ona u kojoj su Fukase 1 sur.(94) u prospektivnoj,
randomiziranoj, placebo kontroliranoj studiji sa 272 pacijenta u svakoj skupini pokazali
zna€ajno smanjenje rizika od razvoja metakronog karcinoma Zeluca nakon eradikacije HP.

Studija je iz etickih razloga prekinuta , a na temelju rezultata, Japansko drustvo za istrazivanje
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HP promjenilo je preporuke za terapiju HP te je sada eradikacija preporucena za sve inficirane
pacijente (95).

Vjerojatno najjaci dokazi o ovoj povezanosti dolaze iz prospektivne studije na 1 526
pacijenta iz Japana kod kojih se karcinom zeluca razvio u 2.9% inficiranih, a niti u jednog
nezarazenog ispitanika (96).

Vise studija je pokazalo da je HP povezan jednako i s intestinalnim i s difuznim tipom
karcinoma Zeluca (97), a epidemioloske studije pokazuju da je infekcija s HP viSe povezana s
distalnim, a manje s proksimalnim tipom karcinoma Zeluca (98, 99). U razvijenim zemljama,
opadanje incidencije infekcije HP 1 incidencije karcinoma koji ne zahvaca kardiju
dijametralno je suprotno brzom povecanju incidencije karcinoma kardije (100). Druge studije
pokazale su znacajnu obrnuto proporcinalnu povezanost izmedu infekcije , osobito CagA+
sojevima i razvojem karcinoma kardije i jednjaka (101, 102). U zapadnim zemljama gdje
opada prevalencija sa HP, incidencija GERB-a (gastroezofagealna refluksna bolest) i njegovih
sekvela se povecava . Studije su pokazale da jaki atroficni gastritis i smanjena produkcija
zelucane kiseline povezana sa infekcijom s HP znacajno smanjuje rizik od nastanka GERB-a
(103-106). Medutim, nedavne studije nisu sa sigurnos¢u dokazale da eradikacija HP povecava
rizik nastanka ezofagitisa i karcinoma kardije (107-114). Tako protektivni u¢inak HP protiv

karcinoma kardije ostaje pitanje za diskusiju .

1.1.4.2. Patologija infekcije s Helicobacter pylori

Infekcija s HP povezana je s raznim klini¢kim entitetima ukljuc¢ujuéi karcinom Zeluca
1 ulkus duodenuma. HP uvijek uzrokuje gastritis. Tip 1 intenzitet gastritisa odreduje klinicki
ishod. Ukupna prevalencija HP infekcije je 28.7% u povrSinskom gastritisu, 57.7% u
erozivnom gastritisu, 80.8% u ulkusu Zeluca te 52.4% u ranom karcinomu Zeluca. (115)

Postoje tri glavna fenotipa gastritisa .
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1. Obican, benigni gatsritis .Ovaj fenotip je najceséi te je karakteriziran blagim pangastritisom
sa malim oSteéenjem funkcija sekrecije kiseline. Obi¢no se vidi kod asimptomatskih
pojedinaca koji ne razvijaju ozbiljniju gastrointestinalnu bolest

2. Tip duodenalnog ulkusa kojeg izrazava 15 % inficiranih, dominantan je u podrucju
antruma zeluca s gastritisom niskog stupnja u podrucju korpusa zeluca. Zadrzana je normalna
ili je ¢ak povisena sekrecija ZeluCane kiseline i vrlo rijetko razvijaju karcinom Zeluca. Postoji
jaka upala antruma, visoka razina gastrina, visoka sekrecija kiseline te defekt inhibicijske
kontrole sekrecije zelucane kiseline. Pacijenti oboljevaju od duodenalnog ili prepiloruickog
ulkusa

3. Fenotip karcinoma Zeluca. Karateriziran je izrazenim gastritisom u podru¢ju korpusa
zeluca, multifokalnom atrofijom sluznice, intestinalnom metaplazijom te hipoklorhidrijom.
Ovaj tip zahvaca oko 1 % inficiranih, razvija se kao direktan rezultat kroni¢ne upale
inducirane infekcijom i povecava rizik od karcinoma zeluca. Fenotip je karakteriziran niskom
sekrecijom kiseline, visokom razinom gastrina, niskom razinom pepsinogena I i niskim

omjerom pepsinogen I/I1, hipo ili anklorhidrijom (116, 117).

1.1.4.3. Cimbenici virulencije i patogeneza

Vecina zarazenih ostaje asimptomatska bez ikakvih klini¢kih posljedica. Kofaktori ,
koji dovode do povecanog rizika od razvoja karcinoma kod zarazenih, ukljucuju bakterijske
faktore virulecije, proupalne faktore domacina i okoliSne ¢imbenike .

Prema modelu karcinogeneze i istrazivanjima Correa i sur., u svezi karcinoma Zeluca,
infekcijom s HP zapocinje progresivan niz lezije zelu€ane sluznice od kroni¢nog gastritisa ,
atrofije sluznice, intestinalne metaplazije , displazije i kona¢no adenokarcinoma (118).

Jedan od prvih zabiljeZenih ¢imbenika virulencije jest unipolarna flagela koja bakteriji

omogucava brzo prodiranje iz lumena Zeluca u mukozu te na taj nacin izbjegavanje okoliSa s
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niskim pH (119, 120). Nadalje, HP producira enzime poput ureaze kako bi odrzala neutralan
pH u mikrookolisu lumena Zeluca. Madutim , glavne ¢imbenike virulencije kodira skupina
gena cag (PAI) (od eng. cytotoxin-associated gene pathogenicity island), a ukljucuje
¢imbenike virulencije kao $to su CagA protein, VacA (od eng. vacuolating toxin A), BabA
(od eng . blood group antigen-binding adhesin), OipA (od eng. outer inflammatory protein)
te IceA (od eng. induced by contact with epithelium). Vjerojatno je najvazniji faktor
virulencije upravo CagA te je poznato da se rizik od karcinoma povecéava sa infekcijom s
ovim sojem (121, 122).

U zapadnim zemljama , oko 60% HP ¢ini CagA + s0j(123), dok u Japanu skoro

100% sojeva posjeduje funkcionalan CagA (124, 125).
Stanice zelucanog epitela prepoznaju CagA kao signalnu molekulu $to u konacnici dovodi do
indukcije signaliranja putem MAP kinaze, rezultirajuéi abnormalnom stanicnom
proliferacijom i pomicanjem epitelnih stanica Zeluca(126-128). Nadalje, dolazi do pucanja
medustani¢nih veza (129) zbog interakcije sa receptorom za hepatocitni faktor rasta i E-
cadherinom ( $to narusava E cadherin /beta-cathenin kompleks), adapterskim proteinom
GRB-5 te kinazom PAR1(130). Ove interakcije dovode do gubitka stani¢nih veza i polariteta
Sto vodi indukciji proupalnog i mitogenog odgovora Sto moze imati vaznu ulogu u
karcinogenezi. Daljnji tijek ukljuCuje transkripciju gena uklju¢enih u intestinalnu
diferencijaciju kao §to su cdxl i muc2 mucinske gene koji uzrokuju transdiferencijaciju od
zeluCanih prema intestinalnim epitelnim stanicama (131).

Hp Cag A + sojevi stimuliraju epitelne stanice Zeluca na ekspresiju i oslobadanje
velikih koli¢ina proupalnih citokina kao §to su interleukin-8 (IL-8) kako in vivo tako i in
vitro(132, 133) .

Jo$ jedan ¢imbenik virulencije koji je prisutan u svih sojeva HP je i vacA(od.eng.

vacuolating cytotoxin gene ), koji kodira vakuolizirajuéi citotoksin A(134-136). Ovaj pak ima
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viSestruke ucinke na epitelne stanice §to rezultira indukcijom nastanka vakuola u stani¢noj
membrani stanica zelucanog epitela , oStecenju stanice i povecanju stani¢ne permeabilnosti te
prije modulaciji apoptoze nego oslobadanju proupalnih citokina . Nadalje , VacA povezan je
sa promjenama arhitekture citoskeleta kroz modifikaciju gena i oSteCenja gena stani¢nog
ciklusa(136, 137). OipA (od eng. outer membrane inflammatory protein) je membranski
protein HP koji je, kada je izrazen zajedno sa CagA, povezan sa pojacanim upalnim
odgovorom u zeluc¢anoj sluznici (138, 139).
Za virulenciju bakterije neophodna je adherencija za stanicu domacina te adherencija bakterije
HP za sluznicu zeluca ukljucuje specificne bakterijske adhezine i receptore domacina u koje
spadaju fukozilirani antigeni ABO krvih grupa te Lewis b antigen(140-142). BabA (od eng.
blood group antigens binding adhesin) je protein na membrani HP koji veze Lewis b antigen,
ABO antigene i sialyl-Lewis x/a antigene (143). Tkiva koja ne posjeduju antigen Lewis b ne
mogu vezati bakteriju HP. Ovaj nalaz ukazuje da u¢inak HP moze biti smanjen kod pacijenata
s krvnim grupama A i B u usporedbi s pacijentima krvne grupe 0.
PCR —om su analizirani geni virulencije HP i pokazano je da varijante koje koeksprimiraju
CagA, VacAsl i babA gene (trostruko pozitivni sojevi) znac¢ajno pogorsavaju upalu te mogu
biti povezani sa duodenalnim ulkusom i karcinomom Zeluca u zemljama Zapada (144).
Cimbenici domacina povezani s poveéanim rizikom karcinoma Zeluca ukljuduju
polimorfizam gena koji vodi visokoj ekspresiji proinflamatornog citokina interleukin-1p (145,
146). Time se povecava rizik od nastanka karcinoma Zeluca i njegovih prekursorskih lezija u
prisutnosti HP infekcije koja povecava njegovu razinu. Genetski ¢imbenici koji utjeCu na
ekspresiju IL-1 mozda odreduju zasto neki pojedinci inficirani s HP razvijaju karcinom
zeluca za razliku od ostalih.
HP znacajno smanjuje bioraspolozivost vitamina C ¢ime dolazi do oSteCenja antioksidacijske

sposobnosti sluznice. Takoder , nakon infekcije s HP dolazi do snaZzne aktivacije i
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nakupljanja neutrofila u zelu€anoj sluznici koji produciraju inducibilinu sintetazu dusi¢nog
oksida ( iNOS) (od eng. inducible nitric oxide synthase) te oslobadaju dusicni oksid i
reaktivne metabolite kisika ,kao So su superoksid i hidroksilni ioni koji ostecuju DNA $to je
pra¢eno mutacijom i malignom transformacijom (141)

Jedan od ¢imbenika domacina za koji se €ini da ima ucinka na razvoj karcinoma
zeluca u kroni¢noj infekciji s HP je i1 gastrin za koji se zna da stimulira proliferaciju stanica
zeluCanog epitela i stanica karcinoma(147). Hipergastrinemija koja prati razvoj karcinoma
zeluca u eksperimentalnih zivotinja bila je povezana sa jakom ekspresijom odredenih
¢imbenika rasta , COX-2-prostaglandin sustavom i antiapoptotskim proteinima kao §to su
survivin i Bel2 , $to je vodilo proliferaciji mutiranih atrofi¢nih stanica, jakoj angiogenezi te
stvaranju karcinoma Zeluca (100, 147, 148).

Kultivirane stanice epitela zeluca (KATOIII) pokazuju ekspresiju gena za gastrin i njegove
receptore te podizu razinu antiapoptotskih molekula Bcl-2 i survivina te ukupno prezivljenje
(149). Ito i sur. (150) potvrdili su da pacijenti sa karcinomom Zeluca imaju znacajno
povisSene razine gastrina u plazmi u odnosu na kontrolnu skupinu (147). Nadalje , gastrin
stimulira ekspresiju gena i proteina COX-2 i HGF u kulturama stanica(149). Tako , infekcija
s HP moze doprinjeti karcinogenezi indukcijom ekspresije gastrina i COX-2 koji mogu
stimulirati rast tumora , angiogenezu i smanjivanje apoptoze.

Ciklooksogenaza (COX) je kljucni enzim koji metabolizira arahidonsku kiselinu u
prostanoide koji predstavljaju vazne bioloske medijatore. Postoje tri izoenzima COX-1,
COX-2 1 COX-3. Jaka ekspresija COX-1 javlja se u normalnoj sluznici zeluca dok su mRNA
za COX-2 te sam protein nedetektabilni u normalnim tkivima , ali postaju jako izrazeni u
aktiviranim makrofagima i drugim stanicama na mjestu upale kao i malignomima u ljudi 1
zivotinjskim modelima karcinogeneze (147, 149-152, 153.) COX-2 je mutagen u in vitro

uvjetima te jaka ekspresija COX-2 moze inhibirati apoptozu i povecati invazivnost malignih
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stanica (152-155). Infekcija sa CagA+HP podize ekspresiju COX-2 u karcinomu zeluca ljudi
te ekspresiju receptora za PGE2 kao i samog proteina u kulturama stanica karcinoma zeluca i
in vivo (151, 152, 156).
HP moze aktivirati NFkB koji je oksidant-senzitivan regulator transkripcije inducibilne
ekspresije gena upale kao Sto je COX -2 koji regulira rast i proliferaciju humanog karcinoma
zeluca (153-158). Kako je pojatana ekspresija COX-2 pracena jakim otpuStanjem
prostaglandina, osobito PGE2 to moze pridonijeti progresiji kroni¢ne upale i rastu tumora.
PGE2, najjace izrazen u limfocitima T u mukozi Zeluca na granici normale mukoze i
tumorskih stanica , moze imati centralnu ulogu u prostanoidima potaknutom stvaranju
tumora(154). Glavni ¢imbenik koji potice ekspresiju COX-2 je Cini se gastrin koji moze
potaknuti ekspresiju ¢imbenika rasta kao Sto je HGF (od. eng. hepatocyte growth factor) i
antiapoptostkih proteina kao Sto su BCL2 i survivin . Nadalje , vezanje HGF na receptor (C-
Met) pojacava progresiju karcinoma zeluca i podize razinu ekspresije COX-2 (156).Tako
gastrin koji se otpusta u velikim koli¢inama nakon infekcije s HP uvelike pridonosi ekspresiji
proupalnog COX-2-prostaglandin sustava i antiapoptotskih proteina i time rastu karcinoma .
Osim gastrina, postoji jo§ nekoliko drugih c¢imbenika rasta eksprimiranih u
karcinogenezi potaknutoj infekcijom HP u Zelucu. Opisana je povecana ekspresija gena u
sluznici te oslobadanje u lumen EGF (od.eng epidermal growth factor) i TGF-a (od eng.
transforming growth factor-alpha) kao i drugih ¢imenika rasta u pacijenata oboljenih od
karcinoma Zzeluca inficiranih sa HP, a te promjene se normaliziraju nakon eradikacije
bakterije. Nadalje, nadena je povezanost nastanka karcinoma Zeluca u pacijenata inficiranih s
HP sa jakom ekspresijom u sluznici zeluca i oslobadanjem HGF, TGF- a te promjenjenom
ragulacijom apoptotskih proteina Bax/Bcl-2(159-162). C-Met gen, proto-onkogeni ¢lan
obitelji molekula receptora za ¢imbenike rasta s tirozin kinazom pojacano je izraZzen u preko

46% slucajeva karcinoma Zeluca. Pojacana ekpresija njegova liganda, HGF je nadena u 67%
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slucajeva karcinoma zeluca (160). HP aktvira C-Met te na taj nain potie stvaranje
karcinoma Zeluca (163, 164).

U karcinogenezu povezanu sa infekcijom s HP uklju¢eni su IL-8 i VEGF kao i
dusi¢ni oksid (NO) dobiven putem prekomjerno eksprimirane inducibilne duSik oksid
sintetaze (iNOS) barem u dijelu stimulacije angiogeneze(160).

Ohshimura i sur. (165) ukazuju da kroni¢na upala kao ona inducirana s HP u sluznici
zeluca aktivira iNOS 1 brojne druge enzime kao $to su mijeloperoksidaze , NADPH oksidaze,
eozinofilne peroksidaze koji stvaraju brojne reaktivne spojeve kisika i dusika koji mogu
ostetiti DNA i RNA vode¢i prema poveéanju mutacija i pridonoseéi procesu visestupanjske
karcinogeneze. Kod uznapredovalog karcinoma zeluca postoji uska korealcija izmedu
ekspresije iNOS 1 VEGF (166) .Visoke razine NO uobicajene su kod veéine karcinoma, a
arginaza se natjece s iNOS za arginin kataliziraju¢i njegovu hidrolizu u ornitin i ureu.(167)
Sustav iNOS-NO kod sluznice inficirane s HP te osobito kod karcinoma porijeklom od HP
podupire teoriju karcinogeneze od Correa (118, 168) da upalne promjene Zelucane sluznice
zapocete s HP rezultiraju iz djelovanja brojnih reaktivnih kisikovih i duSikovih spojeva te se
karcinogeneza moZze smatrati za rezulatat oksidativnog stresa.

Postoji hipoteza kako karcinom zeluca nastaje iz karcinomskih matiénih stanica ili
progenitorskih stanica (66) , a nedavno je opisan drugi mogu¢i izvor karcinomskih mati¢nih
stanica, uglavnom iz mezenhimalnih stanica deriviranih iz koStane srzi — BMDC (od. eng.
bone marrow-derived mesenchymal cells) tijekom istrazivanja na mi§jem modelu karcinoma
zeluca induciranog s HP (66).

Ove BMDC izgleda da posjeduju Siroku plasticnost i mogu migrirati kroz periferne organe
kao rezultat njihova oStecenja ili upale. Put diferencijacije i regulacija rasta ovih stanica moze

ovisiti o lokalnim uvjetima . Kroni¢na upala s HP privla¢éi BMDC u sluznicu sa deplecijom
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rezidentnih zelucanih matic¢nih stanica . Nakon ulaska i smjestaja u upaljenu sluznicu BMDC
brzo rastu i pretvaraju se u stanice karcinoma. (66).

Unato¢ novim spoznajama o razlikama u karcinogenezi pojedinih oblika karcinoma Zzeluca,
genetske razlike izmedu karcinoma zeluca povezanih s HP i nepovezanih s HP nisu

potvrdene izuzev u slucajevima nasljednih oblika bolesti.

1.2. Patologija i klasifikacija karcinoma zeluca

95% svih malignoma zeluca su adenokarcinomi. Drugi histoloski tipovi ukljucuju karcinom
skvamoznih stanica, adenoakantome, karcinoide, gastrointestinalne stromalne tumore i
limfome. Postoje mnoge patohistoloske klasifkacije koje su pokuSale na osnovu morfoloskih

makroskopskih i mikroskopskih karakteristika napraviti klasifikaciju na pojedine podtipove.

Prvu klasifikaciju na osnovu makroskopskog izgleda dao je Borrman 1926., koja se
1 danas koristi u endoskopiji. On opisuje 5 tipova karcinoma Zeluca na osnovi
makroskopskog izgleda: polipoidni karcinom (Borrman tip I), ulcerirajuci karcinom s ostro
ograni¢enim rubovima i bez infiltracije (Borrman II), ulcerirajuéi i infiltriraju¢i karcinom
bez jasnih granica (Borrman III) i difuzno infiltriraju¢i karcinom (Borrman 1V). U Borrman
tip V spadaju karcinomi zeluca koji po karakteristikama ne spadaju u niti jednu od
prethodno navedenih grupa. Tip I polipoidnog karcinoma ima Siroku bazu 1 jasno je
omeden od okolnog tkiva. Tip II ulceriraju¢eg karcinoma ima jasno ogranicene rubove i
cesto ga nije moguce diferencirati od benignih ulkusa, barem prema makroskopskom
izgledu. Tip III ima plitke rubove i rasirenu submukoznu infiltraciju koja prodire kroz
misiéni sloj do seroze. Tip IV difuznog karcinoma slabo je ogranic¢en od okolnog tkiva te

prodire kroz sve slojeve Zeluca u svim smjerovima. Tip IV prodire mnogo dalje nego Sto se
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vidi okom 1 $to se moze palpirati. Tip IV koji ukljucuje Citav zeludac naziva se i linitis
plastica. Od ukupnog broja karcinoma zeluca 10% otpada na tip 1. Tip III je najces¢i tip

karcinoma Zeluca. (48)

Prvu histolosku klasifikaciju dao je 1942. godine Borders, koja klasificira
karcinome Zeluca u odnosu na stupanj stani¢ne diferencijacije bez obzira na makroskopski
izgled ili klini¢ku sliku. Ova klasifikacija opisuje 4 stupnja. Stupanj 1 predstavlja one
karcinome koji po stani¢nom rasporedu odgovaraju normalnim zlijezdama zeluca, medutim
stanice imaju vise 1 vece jezgre. U stupnju 2 stanice su i dalje organizirane sli¢no kao i u
zlijezdama, ali nemaju vise onakvu preciznu stani¢nu organizaciju kao $to se vidi u stupnju
1. Vidljive su individualne stani¢ne razlike. Jezgre su velike i1 hiperkromatske te se mogu
vidjeti mitoze. U stupnju 3 vidljiva je sluzni¢na organizacija stanica, no mnogo manja nego
u stupnju I, a veli¢ina jezgara mnogo vise varira. U stupnju IV ne vidi se glandularni oblik
ni diferencijacija stanica te stanice imaju nepravilan izgled i hiperkromatske jezgre. Mogu

se vidjeti gigantske stanice i stanice prstena pecatnjaka. (48)

Godine 1965. Lauren daje histolosku klasifikaciju sa jasnom epidemioloskom,
etioloSkom, patoloskom i prognostiCkom znacajnosti na intestinalni i difuzni tip. Ova
klasifikacija ostaje najceS¢e koriStena patohistoloska klasifikacija karcinoma zeluca.
Intestinalni podtip ima Zljezdanu strukturu koja sli¢i karcinomu kolona sa upalnom
stani¢nom infiltracijom te ¢estom intestinalnom metaplazijom. Karakterizira ga uglavnom
dobra diferencijacija. Tipicno nastaje na podlozi prekanceroznih lezija kao $to su atrofi¢ni
gastritis 1 intestinalna metaplazija. Upravo su za ovaj podtip Correa i sur. (24) predlozili
model patogeneze od gastritisa do karcinoma. Muskarci su ¢eS¢e zahvaceni ovim podtipom,
a incidencija intestinalnim tipom povecava se s godinama te je dominanti tip u geografskim

podrucjima visokog rizika (20, 21).
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Difuzni tip ima slabu diferencijaciju , ne pokazuje formiranje Zlijezda ve¢ se sastoji od
sitnih nakupina malih uniformnih stanica i stanica poput prstena peCatnjaka. Pokazuje
Sirenje kroz submukozu, ima manju upalnu infiltraciju te rano metastazira. Siri se lokalno i
limfogeno. Obi¢no ne nastaje na podlozi atroficnog gastritisa, ¢es¢i je kod Zena i mladih
osoba. Povezuje se sa osobama kvne grupe A i nasljednom komponentom. Ce$ée su

intraperitoneealne metastaze te ima losiju prognozu(19).

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) je godine 1990. donijela klasifikaciju
karcinoma Zzeluca baziranu na morfoloskim karakteristikama u 5 glavnih kategorija :
adenokarcinom, adenoskvamozni karcinom, skvamozni karcinom, nediferncirani karcinom
i neklasificirani. Adenokarcinomi se dalje dijele na 4 tipa prema obrascu rasta na papilarni,
tubularni, mucinozni i tip stanica pecatnjaka. Svaki tip se dodatno dijeli s obzirom na
stupanj diferencijacije. Premda se ova klasifikacija dosta koristi ima nekoliko losih strana
(npr. ne klasificira znacajan dio karcinoma Zeluca, a mnogi karcinomi Zeluca spadaju u
dvije ili viSe kategorija), a Sto je i znacajnije, nema veliki klinicki znacaj po pitanju

lijecenja pacijenata. (48)

Premda postoje brojne klasifikacije, danas je u najsiroj uporabi TNM klasifikacija
na osnovu koje se uznapredovalost bolesti dijeli u 4 stadija koji su povezani s lijeCenjem i

prognozom bolesti.

Sistem stupnjevanja karcinoma Zeluca mijenjao se mnogo puta te nije jednak u SAD-u,
Evropi i Aziji. 1960. godine Union Internationale Contra la Cancrum (UICC), American Joint
Committee on Cancer (AJCC) 1 Japanese Research Society for Gastric Cancer (JRSGC)
razvili su i1 objavili sustav stupnjevanja koji se od onda nezavisno mijenjao i nadogradivao

viSe puta. 1988. godine UICC i AJCC dali su zajednicki sustav klasifikacije zeluCanog
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karcinoma. Kirursko stupnjevanje u skladu s TNM Kklasifikacijom takoder je prihvatio i
JRSGC.(48)

Osnovni ¢imbenik koji utjeCe na TNM klasifikaciju vezano za primarni tumor (T) je
stupanj penetracije stjenke zeluca. Velicina i smjestaj primarnog tumora od manjeg su znacaja
u odredivanju T kategorije i procjene prognoze. Korist postoje¢eg sustava klasifikacije
ograniCava ne uzimanje u obzir mjesta porijekla tumora (proksimalni u odnosu na distalni) te
identifikaciju intestinalnih odnosno difuznih tipova. Cimbenik zahvacenosti limfnih &vorova
(N) sada se odnosi na broj zahvaéenih limfnih ¢vorova , a ¢imbenik metastaza na prisustvo ili
odsustvo metastaza u druge organe. Stupnjevanje u svrhu prognoze osobito je tesko jer
prognoza ovisi o terapijskim naporima, bilo kirurSkim bilo konzervativnim, koji nisu uzeti u
obzir u sistemima stupnjevanja. Iz tog razloga sve se vise koristi klasifikacija rezidualnog
tumora (R) kao dodatak TNM Kklasifikaciji. Ovu klasifikaciju uveo je Hermanek 1994. godine
1 ona uzima u obzir rezidualni tumor u podru¢ju primarnog tumora i regionalnih limfnih
¢vorova kao 1 rezidualni tumor u udaljenim mjestima nakon kirurske resekcije. Tako se sa RO
oznacava potpuno odstranjenje tumora, s mikroskopski negativnim rubovima resekcije, R1
oznacava uklanjanje makroskopski vidljivog tumora sa pozitivnim mikroskopskim rubovima
a R2 oznacava nepotpuno uklanjanje makroskopski vidljivog tumora.

Trenutno vazeca verzija TNM klasifikacije je 7. revizija TNM Kklasifikacije (Tablica 1), a
donosi promjene u smislu pridavanja jo§ vece vaznosti broju zahvacenih limfnih ¢vorova kao

1 dubine invazije tumora kroz stjenku pa su sada kriteriji strozi.
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TNM Kklasifikacija stadija karcinoma zeluca (7. revizija, 2010.)

Primarni tumor (T)

Tis | Karcinom in situ, intraepitelni tumor

Tla lamina propria
T1
T1b submukoza

T2 | muskularis propria

T3 Infiltracija subseroze (ranije T2b)

T4a penetracija seroze (ranije T3)
T4
T4b okolne strukture

Metastaze u limfnim ¢vorovima (N)

INO | Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

INx | Nije moguce odrediti N stadij

IN1 1-2 regionalna ¢vora (ranije 1-6)

IN2 | 3-6 regionalna ¢vora (ranije 7-15)

Vise od 7 regionalnih ¢vorova
N3 |N3a7-15

N3b vise od 15

Udaljene metastaze (M)

MO | Bez udaljenih metastaza

M1 | Udaljene metastaze

Tablical. TNM Kklasifikacija karcinoma Zeluca, UICC, 7. revizija, 2010.
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Na osnovu TNM kasifikacije odreduje se stadij bolesti radi odredivanja i pracenja lijeCenja i

prognoze bolesti. (Tablica 2).

Tl T2 T3 | T4a | T4b

NO | IA IB ITA | IB | IIIB

Nl | IB| TIA IIB | IIIA | IIIB

N2 |DA| OB | A | IIB | IIIC

N3 | [IB | IIHA | OB | HIC | IIIC

» [V stadij: bilo koji TiN s M1

Tablica 2. Stadiji karcinoma Zeluca, UICC, 7. revizija, 2010.

Zahvaljujuc¢i velikoj prevalenciji karcinoma Zeluca u Japanu, mnoge spoznaje o ovoj bolesti
vezano za nastanak, dijagnostiku i lijeCenje dolaze upravo iz Japana, a standardi se donekle
razlikuju u odnosu na zemlje Evrope i Amerike.Jedna od posebnosti jest i1 klasifikacija . U
japansku klasifikaciju uklju¢eno je nekoliko vaznih prognostickih faktora. Lokacija
primarnog tumora odredena je prema podjeli Zeluca u tri razli¢ite anatomske regije na osnovu
podjele velike 1 male krivine na tri jednako udaljene tocke: gornja (c) tre¢ina (fundus i
kardija), srednja (m) trec¢ina (korpus) i donja (a) tre¢ina (antrum).(169, 170) (171)Lokacija
tumora odreduje Sirinu resekcije zeluca te ima utjecaja na klasifikaciju drenaznog limfnog
sustava. Primarni karcinom stupnjevan je ne samo prema stupnju zahvacanja stjenke zeluca,
ve¢ 1 prema obrascu infiltracije u subserozu i serozu. Nadalje, izgled primarnog tumora
podijeljen je prema Borrman-ovoj klasifikaciji. Opisuje se 16 razlicitih anatomskih lokacija

regionalnih limfnih ¢vorova, a oni se kombiniraju u 4 kategorije (N1-N4) s obzirom na
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anatomsku poziciju i mjesto primarnog tumora. Koje su od 16 pojedina¢nih anatomskih grupa
limfnih ¢vorova ukljuéene u N1, N2, N3 i N4 kategoriju, u potpunosti zavisi o mjestu
primarnog tumora(171, 172).Vazno je napomenuti da klasifikacija po japanskom sustavu (N1-
N4) nije usporediva s podjelom prema TNM sustavu od NO-N3.(173) Prema TNM
klasifikaciji N kategorija oznaCava broj metastatskih limfnih ¢vorova , dok se prema
japanskoj klasifikaciji N kategorijom oznacavaju skupne limfnih ¢vorova koje su razliite za
pojedine primarne lokacije tumora. Invazija N4 ¢vorova japanskog sustava stupnjevanja i
limfnih ¢vorova drugdje u abdomenu oznacava se kao udaljene metastaze (M1) prema

japanskom sustavu (173).

1.4. Lijecenje karcinoma zeluca

Premda je kirurSka resekcija jedini nacin lije¢enja koji nudi moguénost izlje¢enja
pacijentima oboljelih od karcinoma zeluca, proSirenost resekcije koju zahtjeva potencijalna
kurativna operacija te opseg limfadenektomije i dalje je predmet rasprave. Preoperacijski se
donosi odluka o karakteru kirurSkog lijecenja dok se intraoperacijski donosi odluka o samoj
metodi.

Cilj radikalnog kirurskog lijeCenja je odstraniti tumor sa sigurnim mikroskopskim
granicama te potencijalno zahvacene limfne Cvorove. Operacija kod koje se tumor ne
odstranjuje u potpunosti ne poboljSava prognozu bolesti te se mora smatrati palijativnim
zahvatom. Smatra se da je potrebno obzirom na histoloski tip prema Laurenu imati kirurske
granice od 5 cm odnosno 10 cm za intestinalni odnosno difuzni tip te odstraniti najmanje
jednu etazu limfnih ¢vorova iznad one potencijalno zahvacene (169).

Za karcinome distalne tre¢ine zeluca moze se uciniti ili subtotalna resekcija zeluca ili

gastrektomija. Mnoge studije su proucavale ulogu gastrektomije u odnosu na subtotalnu
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resekciju zeluca u lijeCenju karcinoma Zzeluca. Vecina ovih studija zakljucila je da
gastrektomija koja je neophodna da bi se dobili adekvatni resekcijski rubovi ne poboljsava
stopu prezivljenja  pacijenata, ali moze povecati stopu postoperativnog morbiditeta.
Karcinomi srednje tre¢ine gotovo uvijek =zahtijevaju gastrektomiju dok karcinomi
proksimalnog dijela Zeluca zahtijevaju distalnu ezofagektomiju kao dodatak gastrektomiji.
(48)

O izboru opsega limfadenektomije i danas se vodi rasprava. Limfni ¢vorovi u koje se
drenira limfa iz zeluca mogu se podijeliti na perigastri¢ne (lijeve i desne kardijalne, uz veliku
i malu krivinu te supra i infrapiloricki), paragastricne (uz lijevu Zeluanu arteriju, uz
zajedniCku jetrenu arteriju, uz lijenalnu arteriju, limfni ¢vorovi hilusa slezene, uz jetrenu
arteriju te uz celijacni trunkus) 1 udaljene ( hepatoduodenalni, straznji pankreasni, uz korijen
mezenterija, paraezofagealni te dijafragmalni). Obzirom na navedene skupine definira se i
disekcija limfnih ¢vorova kao D1, D2, i D3 (ovdje su ukljuceni i paraaortalni limfni ¢vorovi).
U Japanu, resekcija zeluca i okolnih limfnih ¢vorova opisuje se kao RO do R4. RO resekcija
ukljucuje gastrektomiju sa nepotpunom disekcijom N1 limfnih ¢vorova. RI1 resekcija
ukljucuje kompletno odstranjivanje svih N1 limfnih ¢vorova. R2, R3 i R4 resekcija ukljucuju
gastrektomiju uz kompletno odstranjivanje N2, N3 i N4 limfnih ¢vorova. Mora se napomenuti
da grupe limfnih ¢vorova koje su uklju¢ene u R1 do R4 resekcije variraju u skladu sa
lokacijom primarnog tumora jer NI do N4 limfni ¢vorovi zavise od lokacije primarnog
tumora(detaljnije u prethodnom poglavlju). Profilakti¢ka resekcija limfnih ¢vorova, kod kojih
se prosirenost resekcije grupa limfnih ¢vorova povecava za jedan nivo od nivoa verificiranog
limfatickog Sirenja (npr. R>N) je rutinska praksa u Japanu (169).

Za razliku od Japana, u zapadnim zemljama, grupe limfnih ¢vorova nisu definirane
poloZajem primarnog tumora ve¢ samo anatomskom lokalizacijom. Nadalje, kirurzi u SAD-u

i drugim zapadnim zemljama rijetko izvode proSirenu profilakticku limfadenektomiju.
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Umjesto toga, zajedno sa reseciranim preparatom odstranjuju se perigastri¢ni limfni ¢vorovi.
U zapadnim zemljama RO resekcija se odnosi na nepotpuno odstranjenje perigastri¢nih
limfnih ¢vorova. R1 resekcija podrazumijeva gastrektomiju sa kompletnim odstranjivanjem
svih perigastriénih limfnih ¢vorova. R2 resekcija odnosi se na gastrektomiju sa resekcijom
svih perigastri¢nih limfnih ¢vorova te svih limfnih ¢vorova uzduz glavnih arterija zeluca. R3
resekcija oznaCava R2 resekciju zajedno s odstranjivanjem limfnih ¢vorova uzduz trunkus
celijakusa te R4 oznacava R3 resekciju zajedno s odstranjivanjem paraaortalnih limfnih
¢vorova.(48)

Japanski autori objavili su znacajno bolje prezivljenje kod proSirenih
limfadenektomija (170, 172, 174, 175). Na zapadu, retrospektivne studije, kao i one
prospektivne, randomizirane na ograni¢enom broju pacijenata nisu uspjele dokazati prednost
D2 nad D1 limfadenektomijom. Jedine dvije velike prospektivne randomizirane studije o D1
i D2 prosirenoj resekciji zeluca 1 limfadenektomiji u ne-japanskog stanovniStva su
nizozemska studija(176) i British Medical Research Council (177) studija. Ova zadnja
ukljucila je 780 pacijenata s karcinomom Zeluca koji su slu¢ajnim odabirom bili podvrgnuti
ili gastrektomiji s limitiranom disekcijom N1 limfnih ¢vorova (D1, 380 pacijenta) ili
gastrektomiji sa proSirenom N2 disekcijom limfnih ¢vorova (D2, 331 pacijent). Na nesrecu,
usprkos ozbiljnim pokuSajima standardizacije kirurSkog zahvata, dogodile su se brojne
devijacije od standardnog protokola Sto je rezultiralo prikrivanjem bilo koje jasne razlike
izmedu dvije operativne procedure. Pacijenti podvrgnuti D2 limfadenektomiji imali su
znacajno vecée stope morbiditeta (43% : 25%) i mortaliteta (10% : 4%) nego pacijenti koji su
podvrgnuti D1 limfadenektomiji, dok je stopa petogodi$njeg prezivljavanja u obje grupe
pacijenata bila slicna (45% : 47%). Autori su zakljucili da njihovi rezultati ne podupiru
rutinsku primjenu D2 limfadenektomije u nizozemskih pacijenata sa karcinomom Zeluca.

Britanska studija od 400 pacijenata slicno randomiziranih takoder je pokazala znacajno veci
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morbiditet (46% : 28%) 1 mortalitet (13% : 6,5%). , dok je petogodi$nje prezivljenje bili
slicno (33% : 35%) Autori su zakljucili da veéa stopa mortaliteta u pacijenata koji su
podvrgnuti D2 limfadenektomije moze ponistiti bilo kakav pozitivan uc¢inak na prezivljavanje
dobiven izvodenjem D2 procedure.

Potrebno je, medutim, naglasiti da u obje studije (nizozemska 1 britanska) opseg
limfadenektomije nije bio adekvatno standardiziran, te je umjesto standardne D1
limfadenektomije u stvari gotovo redovito provodena tzv. proSirena D1 limfadenektomija
(kod koje se odstranjuju paragastri¢ni limfni ¢vorovi i limfni ¢vorovi uz lijevu zelucanu
arteriju), dok u nekim sluc¢ajevima D2 limfadenektomija nije bila potpuna. Uz to, obzirom na
broj pacijenata i operatera te trajanje studija, prosjecan broj operacija po operateru godisnje
iznosio je oko 1 (178).

Daljnje analize navedenih studija ipak su pokazale (177, 179, 180) prednosti proSirenih
limfadenktomija , kao i studije koje su uslijedile (181-185), a bez povecanja postoperativnog
mobiditeta i1 mortaliteta. Retrospektivne studije nisu pokazale pozitivan ucinak D3
limfadenektomije na prezivljavanje u odnosu na D2 limfadenektomiju te za sada ta tema
predstavlja predmet diskusije (186).

Iz razloga §to su limfni ¢vorovi u hilusu slezene te uzduz spleni¢ne arterije Cesto
histoloski potvrdivani kao pozitivni, neko vrijeme se izvodila rutinska splenektomija.
Medutim, profilakticka splenektomija nije pokazala poboljSanje prezivljavanja pacijenata
sli¢nog stadija i povecava stopu morbiditeta kurativne gastrektomije(187). Resekcija distalnog
pankreasa takoder nije pokazala da poboljSava stopu prezivljavanja ve¢ povecava stopu
morbiditeta kurativne resekcije. 1z razloga $to splenektomija i distalna pankreatektomija mogu
rezultirati znacajnim dodatnim komplikacijama ne bi se trebale rutinski izvoditi (188).
Medutim, resekcija susjednih organa (ukljucujuéi slezenu i pankreas) indicirana je kod

direktne invazije primarnim tumorom.
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Jedna od velikih studija koja je analizirala rezultate kirurskog lijeCenja u SAD-u je
ACS (American College of Surgeons) studija na 18,365 pacijenata sa karcinomom zeluca, a
rezultati su sli¢ni drugim studijama provedenim u zapadnim zemljama (189).
Gastricni 1 perigastri¢ni limfni ¢vorovi ukljuceni su u disekciju u samo 47% - 49 % slucajeva
te su bili zahvaceni karcinomom u 67%. Znatno manji broj pacijenta podvrgnut je disekciji
ekstragastricnih limfnih ¢vorova ukljucujuéi celijacne (14%), limfne ¢vorove uz zajednicku
hepati¢nu arteriju (6%) te spleni¢ne (8%). Metastaze su bile prisutne u 57% celijaénih limfnih
¢vorova te u 37% kako splenicnih tako i limfnih ¢vorova uz zajednicku hepati¢nu arteriju. Za
cijelu studijsku grupu 30-dnevni operativni mortalitet bio je 7,2%. Ukupna stopa prezivljenja
nakon resekcije je bila 19% (50%, 29%, 13% te 3% za pacijente sa TNM stadijima I, II, III i
IV). Pacijenti sa stadijem I gdje je tumor uklju¢ivao srednju tre¢inu zeluca, a koji su imali
Ciste resekcijske rubove imali su najbolju stopu petogodisnjeg prezivljenja (61%). Samo 14%
pacijenata podvrgnuto je disekciji celijacnih limfnih ¢vorova $to je minimalna
limfadenektomija potrebna za japansku R2 resekciju.
Usporedba sa retrospektivnim podacima prikupljenim iz 56 japanskih centara istice
prognosticke i klasifikacijske razlike. Podaci ACS-a pokazuju manju incidenciju stupnja I
(17% u odnosu na 34%) te vecu incidenciju stupnja III i IV (66% : 52%) Za svaki stupanj
posebno, kao i opca stopa petogodiSnjeg prezivljenja operiranih pacijenata bila je mnogo veca
u Japanu (56% : 19%). Rezultati ACS-ove studije takoder su lo$iji od onih iz pojedinih
institucija iz SAD-a, ali vjerojatnije su reprezentativniji s obzirom na ¢itav SAD. (189)

Premda iz Japana dolaze ohrabrujuéi podaci gdje se adjuvantna kemoterapija smatra
standardom te se zapoCinje neposredno tijekom poslijeoperativnog perioda ili cak
intraoperativno, u zapadnim zemljama se adjuvantna terapija nakon kurativne resekcije nije
pokazala korisnom u terapijskim protokolima koji su testirani do danas. Trenutno se

adjuvantna kemoterapija karcinoma Zeluca ne moze preporuciti van pazljivo kontroliranih
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klinickih studija.(190) S druge strane, preliminarni rezulutati studija s adjuvantnom
kemoradioterpijom ukazuju na odredene koristi za pacijente , osobito one za neadekvatnom
D2 limfadenektomijom, Zbog razoCaravajucih rezultata koji su dobiveni do sada, vezano za
postoperativnu adjuvantnu kemoterapiju, u zapadnim zemljama preoperativna neoadjuvantna
kemotarapija dobiva sve veéu paznju kako bi se smanjio stadij uznapredovalosti tumora.
Rezultati nekoliko studija o neoadjuvantnoj kemoterapiji su dostupni, ali se ucinak

preoperativne kemoterapije na dugorocno prezivljavanje jos nije procijenio (191, 192).

1.3.1 Rani ili superficijalni karcinom Zeluca

1962. godine japansko gastroenetrolosko endoskopsko drustvo postavilo je koncept
ranog karcinoma zeluca (lezija koja se odnosi na mukozu i submukozu) kao razli¢iti entitet od
uznapredovalog karcinoma zeluca (lezija koja ukljucuje muscularis propriu i dublje). Mora se
napomenuti da iako izraz rani karcinom Zeluca nosi vremenske konotacije, to se odnosi na
karakteristike primarne lezije bez obzira da li je doslo do vaskularne invazije ili su prisutne
metastaze u limfnim ¢vorovima. Iz tog razloga predlozeno je koriStenje izraza superficijalni
karcinom Zeluca umjesto rani, kako bi se to¢nije opisale histopatoloSke karakteristike lezije i
izbjegla zabuna u slucajevima kada je dosSlo do vaskularne invazije ili metastaza u limfne
¢vorove kod karcinoma Zeluca ograni¢enog na mukozu i submukozu (174).
Japanska klasifikacija ranog karcinoma Zeluca na osnovu makroskopske morfologije tumora
se Siroko prihvatila (premda nije u korelaciji s prognozom) jer sluzi kao osnova komunikacije
izmedu radiologa, endoskopicara, kirurga i patologa. Klasifikacija ukljucuje tri osnovna tipa.
Protrudirajuci ili polipoidni (tip 1), superficijalni (tip 2) te ekskavirajuci (tip3). PovrSinski tip
se dalje dijeli u tri podtipa: uzdignuti (2a), ravni (2b) i duboki (2c¢) Danas se smatra da je rani

karcinom zeluca oblik bolesti koji je u visokom postotku izlje¢iv nakon adekvatne resekcije.
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Medutim, prepoznavanje takvog oblika bolesti kao zasebne forme bolesti ili kao razli¢itog
bioloskog entiteta jo$ uvijek je predmet rasprave (181).

Neka od njih su endoskopska submukozna disekcija (ESD) i endoskopska mukozna resekcija
(EMR) dijatermijskim nozem, s kojima se uspjeSno mogu lijeciti rani diferencirani karcinomi
zeluca manji od 2 cm. Do sada se pokazalo kako rani karcinom Zzeluca nema veliku
sposobnost stvaranja skip-metastaza te se uz ESD radi laparoskopska disekcija limfnih
¢vorova (LLND-laparoscopic lymph node dissection) kako bi se izbjegle opseznije operacije i
na vrijeme otkrile potencijalne metastaze u limfnim ¢vorovima. U slucaju metastaza u
limfnim ¢vorovima se pristupa standardnoj gastrektomiji sa proSirenom disekcijom limfnih
¢vorova (181, 193, 194).

S druge strane , neki autori za rane karcinome Zeluca preporucaju R2 resekcija kao
standardnu operaciju jer priblizno 10% ovih karcinoma ima metastaze u limfnim ¢vorovima.
Incidencija je direktno ovisna o dubini invazije - od 0,6% do 11% (srednja vrijednost 3%) za
mukozne karcinome te 1% - 27% (srednja vrijednost 20%) za submukozne karcinome. R1
resekcija smatra se prikladnom u tretmanu samo lezija koje su ograni¢ena na mukozu i manje
od 10 mm u maksimalnom promjeru. PetogodiSnje prezivljavanje nakon resekcije ranog
karcinoma Zeluca varira izmedu 70% i 95% u zavisnosti od prisutnosti metastaza u limfnim
¢vorovima. Na nesre¢u, u SAD-u i drugim zapadnim zemljama rani karcinom Zeluca

predstavlja samo 10-15% svih slucajeva karcinoma Zeluca. (48)
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1.4. Survivin

1.4.1. IAP molekule i apoptoza

Poremecaj fizioloSke apoptoze smatra se za klju¢ni korak u nastanku tumora premda sam
mehanizam nije do kraja razjaSnjen. U regulaciji apoptoze sudjeluje ¢itav niz molekula s pro
1 anti apoptotskim svojstvima. Uz poznatu skupinu molekula koje pripadaju porodici Bcl-2
proteina ukljuc¢enih u ove mehanizme u posljednje vrijeme predmet je istrazivanja i skupina
molekula nazvana IAP (od eng. inhibitors of apoptosis) koje uglavnom imaju ulogu u

antiapoptotskim mehanizmima (195).

Apoptoza je mehanizam stanicne smrti uzrokovan aktivacijom kaspaza , skupine
unutarstani¢nih cisteinskih proteaza koje cijepaju supstratne molekule na mjestu aspartatne
kiseline (196). Kaspaze se unutar stanica nalaze u inaktivnom obliku, a aktiviraju se na
razliite stimuluse stani¢ne smrti. Putem proteoloticke kaskade kaspaze su funkcionalno
medusobno povezane pri ¢emu jedna pocetna kaspaza cijepa slijedecu u nizu i na taj nacin ju
aktivira te ova postaje enzimatski aktivna prema slijedecoj inaktivnoj kaspazi u nizu (197,

198).

IAP inhibiraju najmanje dva glavna puta aktivacije kaspaza 1) mitohondrijski, koji ukljucuje
citokrom c te 2) put aktivacije smrtonosnim receptorima TNF (od eng. tumor necrosis factor).

IAP imaju utjecaja i na tre¢i put u kojem granzim B direktno aktivira kaspazu 3 (199, 200).

Mitohondrijski ili unutarnji put aktivacije kaspaza zapocinje otpuStanjem citokroma c iz
mitohondrija koji se inace nalazi izmedu unutarnje i vanjske membrane mitohondrija odakle
se na razli¢ite proapoptotske stimuluse otpusta u citosol (195). Tada se veze na molekulu
Apaf-1 koju tako aktivira te ona potom aktivira prokaspazu 9 koja cijepa prokaspazu 3 u

aktivni oblik (201, 202).
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Put aktivacije smrtonosnim receptorima zapocinje s TNF skupinom citokinskih receptora koja
ukljucuje Fas (CD95), DR4 (Trail-R1) i TNF-R1 (CD120a). Nakon aktivacije ligandom koji
se vezuje za vanstanicnu domenu, smrtonosni receptori aktiviraju smrtonosnu domenu
Fadd/Mort-1. Nakon vezivanja za smrtonosni receptor Fas vezana smrtonosna domena veze
kaspazu 8 (203, 204), te formira signalni kompleks za indukciju stani¢ne smrti za koji se
vezuju molekule kaspaze 8 $to vodi do dimerizacije kompleksa i njegove aktivacije. Cijepanje
kaspaze 8 pojacava stabilnost dimeriziranog oblika (205) . Aktivna kaspaza 8§ otpusta se u
citosol gdje aktivira daljnje efektorske kaspaze (206, 207). Unutarnji i vanjski put
konvergiraju prema aktivaciji efektorskih kaspaza kao Sto je kaspaza 3 koja aktivira
unutarstani¢ne proteine potrebne za indukciju finalnih stadija stani¢ne smrti. Ova dva puta

nisu potpuno odvojena te se molekule jednog puta nalaze u drugom i obrnuto (208-210).

Molekule skupine IAP inhibiraju kaspaze 3, 7, 1 9 te tako sprjecavaju apoptozu (198, 211).
Do danas je identificirano 8 molekula koje pripadaju humanoj TAP . IAP molekule su
grupirane u ovu obitelj na temelju prisutnosti jedne do tri BIR domene ( od eng. baculovirus
IAP repeat) , regije od oko 70 aminokiselina koja moze vezati cink. lako je BIR karakteristika
IAP skupine molekula, sve molekule sa BIR domenom nemaju antiapoptotska svojstva (212-
215). IAP skupina proteina moZe sadrzavati i RING ili CARD (caspase activation recruitment
domain) domenu (198). IAP molekule se dijele u tri klase na osnovu prisutnosti RING

domene i homologije BIR domena (216).

Klasa 1 ima homologne BIR domene i RING skupinu. Najvise istrazena molekula ovoj klasi
je XIAP (od eng. X-linked IAP) , sadrzi 3 BIR domene (217), veze se i inhibira kaspaze 3, 7
19, ali ne i kaspazu 8 (207, 218). Protein klase 2 , NAIP (od eng. neuronal apoptosis inhibitor
protein) ima tri BIR domene, ali nema RING skupinu (219). NAIP je izrazen u jetri odraslog

covjeka, placenti srediSnjem ziv€anom sustavu . Inhibira kaspaze 317 ,alinei 1,4, 5ili 8
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(220). Clanovi klase 3 , kao §to je survivin , sadrze samo jednu BIR domenu te nemaju RING

skupinu.

Inhibicija kaspaza je najbolje istrazeni mehanizam kojim IAP sprjecavaju apoptozu.
Dokazano je da rekombinantna XIAP inhibira kaspazu 3,7 i 9 ali ne i kaspazu 8. In vitro,
pojacana ekspresija XIAP kod 293T stani¢ne linije prevenira BAX-om i  FAS-om
inducirano aktiviranje prokaspaze 3 i apoptozu (221). U¢inak XIAP-a ide preko BIR domena,
gdje BIR2 domena inhibira kaspaze 3 i 7 , a BIR3 RING domena inhibira kaspazu 9. (195)
Nadalje, istrazivanja su pokazala da IAP skupina molekula moze inhibirati apoptozu i

djelovanjem na progresiju stani¢nog ciklusa, dijeljenje stanice i provodnju signala .

IAP molekule imaju i ulogu u diobi stanice U stanicama sisavaca, survivin se nalazi
na mjestu mitotskog aparata ukljucujuc¢i B tubulin, mikrotubule, centrosome i kinetohore
(222-224). Inhibicija survivina protutijelima dovodi do odgodene metafaze i nastanka

mitotskih stanica sa kra¢im i manje zgusnutim mitotskim vretenom (222, 224).

Postoje dokazi da IAP molekule sluze kao regulatori stani¢nog ciklusa. Pojacana
ekspresija XIAP zadrzava stanicu u Go-G; fazi stanicnog ciklusa(225). Survivin je takoder
ukljucen u regulaciju stani¢nog ciklusa te je kod HeLa stanica gotovo nedektabilan u fazi Gy,

a podiZe se oko 5 odnosno 40 puta u S, odnosno G,-M fazi ciklusa(224).

Nadalje, AP proteini imaju ulogu u stani¢nom signaliranju aktiviraju¢i NF-kB (od eng .

nuclear factor-xB).

Regulacija IAP molekula ide od razine gena, mRNA , do samog proteina. Od velikog
su interesa endogeni inhibitorni proteini jer pretstavlju prototip za stvaranje buducih

terapijskih kemijskih inhibitora . Regulacijski proteini najprije su nadeni na modelu
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Drosophile, te kasnije na humanom modelu gdje su nazvani SMAC/DIABLO 1 HTRA2(226,

227).

Humani SMAC 1 HTRA2 su mitohondrijski proteini koji se otpustaju zajedno sa citokromom
¢ tijekom prsnuc¢a mitohondrija. Kod otpustanja, cijepaju se u aktivni oblik u kojem se vezu za
IAP molekule na mjestu BIR domene te tako sprjecavaju njihovo vezanje sa kaspazama (228-
231). Survivin pripada IAP porodici molekula, u vecini zrelih tkiva se ne moze detektirati,
medutim jako je izraZzen u karcinomskom tkivu. Reguliran je stanicnim ciklusom, te je

ukljucen u kontrolu mehanizma apoptoze te diobe stanice.

1.4.2. Survivin — uloga u nastanku i razvoju tumora

Survivin je najmanja molekula u obitelji IAP molekula (232), a od njegova otkrica i

kloniranja gena 1997. godine neprestani je predmet istrazivanja razli¢itth polja
biomedicinskih znanosti.
Ubrzo nakon otkri¢a, postavilo se pitanje prave funkcije survivina u stanicama sisavaca.
Prekomjerna ekspresija survivina u razli¢itim stanicama povezana je sa inhibicijom stani¢ne
smrti, a njegovo blokiranje dovodi, osobito u tumorskim stanicama, do spontane stanic¢ne
smrti 1 pojacavanja u¢inka drugih stimulatora apoptoze (233). Njegova ekspresija je nadena i
u normalnim stanicama, ali u maloj koli€ini i tijekom G2/M faze stani¢nog ciklusa, (234),dok
se u tumorskim stanicama nalazi i1 tijekom interfaze (235, 236). Molekularni mehanizam
kojim je survivin ukljucen u sprjeCavanje apoptoze i stani¢nu diobu intenzivno se istrazuje u
karcinomskim stanicama (237).

Survivin jer strukturni homodimer koji sadrzi jednu BIR domenu te karboksi
terminalnu zavojnicu (238), bez drugih posebnih proteinskih domena (232). Regulacija
ekspresije gena je kompleksna te ukljucuje viSestruke puteve transkripcijske 1 post
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transkripcijske kontrole. Kod ljudi, gen se nalazi na kromosomu 17 te je podlozan
alternativnom splicingu pa na taj nacin daje viSestruke proteinske izoforme (239).
Transkripcijski je kontroliran stani¢nim ciklusom sa vrskom ekspresije tijekom mitoze (240,
241). Opisani su i primjeri ekspresije neovisne o stanicnom ciklusu, osobito kao odgovor na
stimulaciju ¢imbenicima rasta i citokinima (242). Postoje takoder i mehanizmi post
transkripcijske modulacije razine survivina , osobito u tumorskim stanicama . Novostvoreni
protein se postranskripcijski regulira degradativnim i nedegredativnim mehanizmima (243,
244) ubikvitacijom i deubikvitacijom kao i fosforilacijom putem kinaza ukljucuju¢i Cdkl
(245), Aurora B (246) i protein kinazu A (247). Postranskripcijski mehanizmi vazni su za
stabilnost survivina te u kontroli prijenosa proteina izmedu razli¢itih subcelularnih odjeljaka .
Pojacano izrazavanje survivina u gotovo svim tumorima u komparaciji s normalnim
tkivima dovelo je do zakljuc¢ka da survivin definitivno ima ulogu u rastu tumora te vjerojatno
u vise toCaka karcinogeneze od inicijacije do metastaziranja.(233). [zrazavanje je povezano i s
ishodom bolesti , odnosno rezistencijom prema terapiji, agresivnom obrascu razvoja te
kra¢em prezivljenju.
Medutim, survivin nije izrazen samo u karcinomima, ve¢ se nalazi u velikim koli¢inama i u
tkivim tijekom fetalnog razdoblja Sto govori da je vazan za homeostazu normalnih tkiva
(248). Pokusi na mi$jim modelima kojima su izbafeni geni za survivin pokazali su ili
prekomjernu apoptozu (249); (250), mitoticke defekte sa katastrofi¢nim posljedicama (251) ili
oboje (252). U svakom slucaju potpuni izostanak survivina nije spojiv sa normalnim razvojem
tkiva. To je donijelo oprez u razvoj terapije karcinoma bazirane na blokiranje survivina zbog
potencijalnog rizika prema normalnim tkivima (253).
Postavlja se pitanje zasto se molekularni antagonisti survivina , barem oni testirani do sada
dobro podnose in vivo? (254), Takvi anatagonisti , ukljucujujéi i blokirajuéu RNA pokazali

su ucinak na tumorske stanice sprjecavajuci proliferaciju stanica ,uzrokujuéi mitotske defekte
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te zapocCinjujuéi sponatnu apoptozu dok su uglavnom bezopasni za normalne stanice na
misjem modelu (233). Sli¢no su pokazala i istrazivanja na pacijentima , pa je tako represor
transkripcije survivina YM155 dao dobre rezultate uz manje nuspojave. (255), (256).
Objasnjanje za ovakav ucinak vjerojatno lezi u razli¢tim interakcijama survivna u tumorskim i
normalnim stanicama(254)

Nadalje, moguée je da su zapravo proteini, odnosno geni, s kojima survivin dolazi u
interakcije , zapravo ,.karcinomski geni“ kao §to su na primjer ¢aperoni Hsp90 (Fortugno
(257) 1 Hsp60 (258) koji su pojacano izrazeni u tumorima.

Ovi navodi dokazani su na eksperimentalnim modelima gdje je blokiranje proteina
uzrokovalo smrt tumorskih, bez utjecaja na zdrave stanice(258, 259) .

Sli¢no se vjerojatno dogada i kod interakcije survivina sa mitotskim molekulama. Nekoliko
molekula iz ovih puteva, ukljucujuéi Auroru i Cdkl kinaze Cesto se pojacano izrazavaju u
karcinomu. Interakcija izmedu survivina i Ran-GTP signalnog puta moze objasniti
kvalitativne razlike signalnih puteva kod tumora i normalnih stanica. Survivin moze uéi u
interakciju sa signaliranjem putem Ran-GTP vezujuéi se za njegovu efektorsku molekulu
Crm1 (260) ili direktno , fizickim povezivanjem s Ran-GTP u S fazi te ponovo u mitozi .
Kompleks survivin-Crm1 sudjeluje u transportu kinetohora , dok je survivin-Ran-GTP
interakcija potrebna za pravilno stvaranje vretena povecavajuc¢i lokalnu koncentraciju
¢imbenika spajanja vretena TPX2 na mikrotubulima.

Ovaj proces je vazan jer je formiranje vretena putem Ran-GTP ovisno o daljnjim efektorskim
molekulama koje djeluju kao ,, karcinomski geni* (261).

U skladu s pretpostavkama , akutna ablacija Ran-GTP u tumorskim stanicama rezultira
smanjenom razinom survivina i jakim mitotoskim defektima ,osobito na nivou formiranja

vretena te apoptozi neovisnoj o p53 ili Bel2 (262).
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Suprotno, ablacija Ran-GTP u normalnim stanicama nije oStetila mitozu i nije imala efekta na
vijabilnost stanica (262).

Prema navedenom, barem su neke od molekularnih interakcija i puteva survivina ostvarene
putem regulacijskih molekula koje su same za sebe odgovorne za nastanak ili rast karcinoma,
a koje su u komparaciji sa normalnim tkivima, jako izrazene u karcinomima (254). Takve
signalne mreZze ili nisu stvorene ili su stvorene na kvalitativno drugaciji nacin u normalnim
tkivima na nacin da ukljucuju druge efektorske molekule. Ovo je u prilogu sa konceptom da
tumorske stanice postaju ovisne o nekim putevima signaliranja(263,) iako raspon do kojeg ta
ovisnosti o signalnim putevima zadrzava maligni fenotip kao i uloga u prezivljavanju
tumorskih stanica nasuprot diferencijaciji in vivo, nije jo§ izrazena (264). Da li su stanice
tumora ovisne o putu signaliranja survivinom nije do kraja istrazeno , ali takvo objasnjenje
moze objasniti pojavu da antagonisti survivina imaju limitiranu toksi¢nost u normalnim

tkivima uprkos bazi¢noj ulozi u stani¢noj homeostazi (254).

1.4.3. Funkcija i regulacija

Survin funkcionira kao inhibitor stani¢ne smrti i to tijekom interfaze i tijekom diobe
stanice, a ovisan je o medumolekularnom djelovanju sa drugim molekulama- kofaktorima
(247). Dok XIAP inhibira kaspaze 3, 7 1 9 kroz direktne interakcije, mehanizam kojim
suvivin inhibira kaspaze je manje poznat. Istrazivanja su pokazala da survivin i nije direktni
inhibitor kaspaza (238), za §to se smatra da je glavni mehanizam IAP posredovanog ouvanja
zivota stanica (198). Prema nekim studijama (265, 266) , survivin se veze i inhibira aktivne
kaspaze 3 1 7, ali ne i kaspazu 8. S druge strane, neke studije (267) nisu uspjele dokazati
interakciju survivina i kaspaze 3 . Marusawa i sur. (268) su objavili da survivin inhibira

aktivnu kaspazu 9, aline 13 17 te da je za inhibiciju kaspaze 9 potreban kofaktor. Novija
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istrazivanja su pokazala da izuzev XIAP molekule, ve¢ina molekula iz IAP skupine , pa tako i
survivin nisu direktni fizioloski antagonisti kaspaza in vivo (269)

Nadalje , na modelu crva kojem je izbacen gen za survivin, nije doslo do poremecaja u
stani¢noj smrti ve¢ fenotipa aberantne mitoze (270). Sli¢nim istrazivanjima otkriveno je kako
je survivin neophodan za mitozu te je vezan za viSestruke aspekte mitotskog aparata i
nezamijenjiv u nekoliko koraka dijeljenja stanice (240),(241).

Zbog svoje kompleksne biologije survivin je postao predmetom interesa kao
,karcinomski gen* (233). Pretpostavka da je survivin ukljuc¢en u proces nastanka karcinoma
dolazi iz pronalaska njegove jake izraZenosti u karcinomima, ukljucujuéi i onih sa niskim
mitotskim indeksom, kao i tkivima tijekom razvoja, dok je izraZzenost u neproliferirajuéem
tkivu odraslih niska ili nedetektabilna (253). 1998. godine Kawasaki i sur. (271) otkrili su
povezanost jake izraZzenosti survivina i smanjenog indeksa apoptoze u bcl-2 pozitivnom 1 bel-
2 negativnom kolorektalnom karcinomu, dok su Chen i sur.(272) otkrili pozitivnu korelaciju s
proliferacijom stanica §to navodi na zakljuCak o povezanosti s oba mehanizma. Nadalje,
takoder u kolorektalnom karcinomu, pokazana je pozitivha povezanost sa stupnjem stani¢ne
displazije te gustoée mikrovaskularizacije (273, 274). Istrazivanja na stani¢nim linijama
kolorektalnog karcinoma ukazuju da produkt APC gena nishodno regulira izrazenost
survivina inhibicijom signaliranja preko beta- katenina i TCF molekule te da njegova
mutacija dovodi do obrnutog procesa (275).

Prisutnost survivina utvrdena je takoder i na stani¢nim linijjama HTLV-1 limfoma te
stanicama akutne T limfocitne leukemije Sto ukazuje povezanost s virusima induciranom
tumorigenezom (276).

Molekularni mehanizam pojacane ekspresije nije pronaden u smislu mutacije ili polimorfizma
koji bi selektivno inducirali transkripciju gena za survivin u tumorskim stanicama. Gubitak

tumor supresorskih gena, uglavnom p53 ili s druge strane pojacana ekspresija onkogena, na
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primjer mutiranog Ras, rezultira aberantnim povecanjem promotora transkripcije (233).
Premda i dalje zadrzava periodi¢nost stani¢nog ciklusa, kod mitoze ovo uzrokuje snazno
povecanje ekspresije survivina u interfazi stanice $to moze biti vazno za antipoptotske
mehanizme u razvijanju tumora , kao $to ukazuju in vivo pokusi na transgenicnom misjem
modelu (277).

Pretpostavlja se da survivin obnasa visestruke funkcije jer se moze vezati za druge

proteine te moze imati zasebnu lokalizaciju unutar razli¢itih stani¢nih odjeljaka. Pretpostavlja
se da ova odvojenost survivina u razli¢itim stanicnim odjeljcima predstavlja obrazac razlicitih
nezavisno reguliranih funkcija . Postoje istrazivanja koja podupiru ovu pretpostavku.
Tako se survivin moze naéi u jezgri stanice u interfazi. Funkcija survivina u jezgri ili njegovo
prognosticko znacenje nije u potpunosti razjasnjeno. Pretpostavlja se da je surivin unutar
jezgre ukljucen u proces mitoze, dok onaj u citoplazmi, odnosno mitohondrijima ima ulogu u
za$tititi stanice od apoptoze.

Nedavna istrazivanja ukazuju da je nuklerana frakcija molekule imunokemijski i post
translacijski jedinstvena (278), vjerojatno nema antiapoptotska svojstva (279) te je podlozna
transportu iz jezgre vezujuci se za Crml, efektorsku mokelulu Ran-GTP signalnog puta
(260). Vezivanje ide putem sekvence unutar survivna bogate leucinom nazvane NES (od eng.
Nuclear export sigmals) koja se nalazi izmedu BIR domene i karboksi terminalnog kraja
(280). Crm-1 ovisan transport survivna iz jezgre u¢inkovit je za monomer survivina dok se
vjerojatno dimer survivina ne moze ucinkovito transportirati iz jezgre. (281) (282) Splice
varijante survivina deltaEx3 i 2alfa ne posjeduju NES te se uglavnom ne nalaze u citoplazmi
(283). Ovaj mehanizam prijenosa survivivna iz jezgre u citoplazmu je, ¢ini se, od velikog
znacaja jer se na taj nacin moze stvoriti velika koncentracija survivina u citoplazmi , odnosno
u mitohondrijima (284). To je potvrdeno i1 eksperimentima gdje je jedino ova komponenta

survivna mogla efikasno sprijeciti apoptozu induciranu kemo i redioterapijom (260, 285).
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Velika frakcija survivina u citosolu tumorske stanice je u ravnotezi sa transportnim putevima
koji kontroliraju izlazak survivina iz jezgre (282) ili oslobadanjem iz mitohondrija ovisnim o
stimulaciji (286).

Survivin se u ve¢im koli¢inama moze locirati na mitotoskom aparatu tijekom diobe
stanice . Ovdje dolazi do viSestrukih proteinskih interakcija ukljucujuéi direktno vezivanje
survivina sa polimeriziranim mikrotubulima (240),(241) . Vazna funkcija survivina , a to je
sudjelovanje u procesu mitoze, vjerojatno se moze objasniti prisustvom u posebnom
stanicnom odjeljku. Klju¢ni trenutak u procesu mitoze je i vezivanje proteina za transport
kromosoma INCENP, Borealin i Aurora B za kinetohore (241) Sto je proces ovisan o
survivinu (287),(288). Kompleks za transport kromosoma nuzan je za bi-aleno spajanje
kromatida i orijentaciju (289), formiranje bipolarnog vretena (290),(291), aktivaciju provjere
spajanja vretena (292) i zavrSetak citokineze (293).

Postoji nekoliko signalnih puteva i proteinskih interakcija gdje centralnu ulogu ima survivin, a
koji osiguravaju pravilan u€inak kompleksa za transport kromosoma.

Survivin koordinira jedinstveni strukturalni poredak kompleksa za transport kromosoma i
stvaranje jedinstvene funkcionalne jedinice (281). Prvi mehanizam koji usmjerava kompleks
na centromere ukljucuje ciklicku ubikvitaciju i deubikvitaciju survivina enzimom hFAM
(244). Drugi put ukljucuje visestruke fosforilacije sa suprotnim ucincima. Tako fosforilacija
survivina na Thr34 mitotskom kinazom Cdkl stabilizira survivin u prometafazi i metafazi
protiv razgradnje u proteosomima i pojacava antiapoptotski prag u stanicama koje prolaze
mitozu (245). S druge strane fosforilacija survivina na Thr117 Aurora B kinazom (294)
smanjuje afinitet za interakciju sa centromernim kromatinom (246, 295).

Konac¢no , ovi putevu ukljucuju interakciju survivina i Crml (296) Sto zahtijeva prisustvo
leucinom bogatu nuklearnu eksportnu sekvencu (NES ) survivina (297), koja se preklapa sa

veznim mjestom za druge proteine transportnog kompleksa  (281). Pretpostavlja se da
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interakcija survivin-Crm1 takoder utjece na pravilno usmjeravanje kompleksa na kinetohore
(298) .

Trec¢e mjesto na kojem se survivn moze locirati su mitohondriji, osobito u tumorskim
stanicama (247), nakupljajuéi se kako u mitohondrijskom medumembranskom prostoru(286)
tako i u matriksu organele. Survin u mitohondrijima , osobito onaj smjeSten u
medumembranskom prostoru (286), ima ¢ini se, ulogu u inhibiciji apoptoze. Ilako nema
prepoznatljivu mitohondrijsku sekvencu , survin se aktivno unosi u njih (258), a mehanizam
vjerojatno ukljucuje vezivanje za cistosolne prenosioce (257),(299) . Medu prenosioce
spadaju protein toplinskog Soka Hsp90, koji se vezuje na mitohondrijski Tom70 recepetorski
sustav (300), te proteine koji djeluju putem Tom20 receptorskog sustava (301). Nakon ulaska
u miotohondrije survivin dolazi u interakciju sa drugim pratiocem Hsp60 koji je izgleda
potreban za ponovno zauzimanje prave strukture nakon prolaska kroz membranu mitohondrija
(258) .Nakon ulaska u medumembranski prostor survivin se veze za propapototski mediator
SMAC (302). lako uloga ovog kompleksa nije do kraja razjaSnjenna , pretpostavlja se da
mitohondrijski survivn odvaja SMAC od XIAP molekule (303), ili sprjecava njegovo
otpustanje iz mitohondrija (304). Nadalje, pokazalo se da razli¢iti stimulatori stani¢ne smrti
induciraju oslobadanje survivina iz mitohondrija u citosol (286). gdje se vezuje u kompleks
sa XIAP molekulom S§to dovodi do stabilizacije XIAP protiv razgradnje u proteasomoma i
kooperativne inhibicije aktivnosti kaspaza(305) Sto se dovodi u vezu sa pojacanim rastom
tumora in vivo (286)

Survivin se u reguliranju citokineze moze povezati i sa jo§ jednim proteinom iz IAP skupine
nazvanim BRUCE (306), a viSe je ¢lanova IAP skupine nadeno u kompleksima koji mogu
biti vazni u inhibiciji apoptoze in vivo (307). Regulacija ovih vezivanja, a time i1 funkcije ide
preko procesa fosforilacije . Tako je u slucaju survivin-XIAP kompleksa, fosforilacija protein

kinazom A dovodi do smanjenog vezivanja. Fosforilacija protein kinazom A mijenja mjesto
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vezivanja sa XIAP-om $to dovodi do gubitka vezivanja te smanjivanja antiapoptotskog ucinka
i neefikasnog tumorskog rasta (247). Proces se dogada u citosolu, ali ne i u mitohondrijima.
Osnova ove razli¢ite subcelularne fosforilacije je nepoznata , ali moze biti zbog prisustva
protein fosfataze 2A unutar mitohondrija koja efikasno defosorilira protein kinazom A
fosforiliran survivin na Ser20 (247).

Nedavno objavljeni rezultati studije na HelLa stanicama pokazali su da se funkcija survivina
regulira i fosforilacijom putem CK2 (od eng . casein kinaze 2)

CK2 regulira mitotsku i apoptotsku funkciju survivina fosforilacijom na mjestu T48 koje se
nalazi unutar BIR domene . Fosforilacija regulira unutarstani¢nu lokaciju survivina tijekom
interfaze te na taj nacin i njegovu antiapoptotsku aktivnost . Kada je prekomjerno izraZen u
interfazi, survivin je uglavnom u citoplazmi gdje i moze obavljati funkciju zastite stanice od
apoptoze, ali uz prethodu fosoforilaciju s CK2. (308-311) te vjerojatnio ¢itav niz interakcija.
Vjerojatno fosforilacija T 48 posreduje vezivanje na druge proteine kao $to je XIAP (305) ili
sprjeCava vezivanje za Smac/ DIABLO(312) .

Fosforilacija survivina na T48 utjeCe 1 na povezivanje sa dijelom mitotskog aparata,
molekulom borealinom. Za zavrSetak mitoze survivin mora biti fosforiliran na poziciji T 48
kako bi zauzeo svoju homodimernu strukturu.

Trenutno dostupni podaci govore da dominantno izraZzavanje survivina u citoplazmi
ima citoprotektivni u€inak u tumorskim stanicama, dok survivin u jezgri moze ukazivati na
suprotno . Prema tome , moglo bi se zakljuciti da postoji smanjena aktivnost survivina u
smislu zaStite tumorskih stanica od apoptoze kod pacijenata oboljelih od tumora sa
predominacijom nuklearnog survivina , §to bi u konacnici moglo znaciti dobru prognozu.
Predominacija nuklearnog survivina je zaista potvrdena kao dobar prognosti¢ki ¢imbenik za
mnoge tipove tumora , premda neka istrazivanja govore suprotno (235, 236, 260). Ova razlika

moze biti povezana sa tipovima tumora i/ili biopsija (prije ili poslije terapije ) ili sa razlikama
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u kriterijima koriStenima za odredivanje pripadnosti jezgri ili citoplazmi. Kako se ravnoteza
izmedu citoplazmatskog 1 nuklearnog survivha moze smatrati pokazateljem ‘‘aktivnog
survivina’’ neki autori smatraju da bi bilo dobro kvantificirati ne samo apsolutnu razinu
ekspresije ve¢ takoder i relativnu unutarstani¢nu lokalizaciju(284)

Za evaluaciju 1 usporedbu prognostiCkog znacaja dinamike survivina potrebna je
standardizacija imunohistokemijskih tehnika. Molekularne osnove zaSto survivin u nekim
tumorima zauzima pretezno mjesto u jezgri , a ne u citoplazmi i obrnuto nisu do kraja poznate

te zahtijevaju daljna istrazivanja.

1.4.4. Splice varijante

1999. godine otkrivene su cCetiri varijante proteina koje se dobiju alternativnim
cijepanjem pre-mRNA(313). Osim survivina divljeg tipa koji je dominantni produkt
transkripcije, postoje jo§ survivin — AXE3 (ili DxE3), survivin -2B te survivin-3B(314).
Istrazivanjima na stani¢nim linijama i solidnim tumorima pokazano je da se varijanta survivin
—AXE3 pretezno nalazi u jezgri, dok se varijanta survivin -2B pretezno nalazi u citoplazmi te
imaju obrnute uloge progresiji tumora i/ili tomorigenezi (315-317). Neke studije ukazale su
da je omjer izrazenosti survivin-2B/survivin znacajno ve¢i kod karcinoma kolona, medutim
taj je omjer bio povezan s boljom prognozom te je omjer ekspresije u stadiju III i IV bio
manji nego u stadiju I i II (318), ukazujuéi na negativnu ulogu survivin-2B varijante u
progresiji karcinoma. Kod pacijenata oboljelih od ,,non small* karcinoma pluc¢a visoke razine
survivin-2B povezane su sa boljom prognozom dok su visoke razine survivin-AxE3 povezane
s pacijentima koji su umrli zbog recidiva bolesti (319) .
Medutim , mehanizmi kojima survivin-2B 1 survivin-AEx3 razliito utjeCu na razvoj
karcinoma su nepoznati, dijelom i zbog toga Sto do kraja nije poznata njihova subcelularna

lokalizacija. Mahotka i sur. (315) su inicijalno pokazali lokalizaciju survivin-2B u
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citoplazmi HepG2 stani¢ne linije. Daljnje analize potvrdile su lokalizaciju survivin-2B u
mitohondrijima (320) ,medutim, moguca je varijacija unutar razlicitih tipova stanica. Nadalje
, kada stanice krene u proces apoptoze, tesko je lokalizirati ovu varijantu unutar mitohondrija,
ve¢ se zbog kondenzacije stanice i stani¢ne jezgre tijekom apoptoze survivin-2B uglavnom
nalazi unutar jezgre stanice u apoptozi . Moguce objasnjenje mehanizma kojim survivin-2B
inducira apoptozu je blokiranje izlaska mitohondrijskog survina u citosol neophodnog za
blokiranje apoptoze inhibicijom kaspaze 9 (305).
Nekoliko nezavisnih istrazivaca pokazalo je lokalizaciju survivin-AEx3 u jezgri stanice (321-
323). Medutim, Caldas i sur (323) pokazali su da dok je vec¢ina survivin-DEx3 unutar jezgre ,
jedan dio se nalazi u u mitohondrijima, ali ne i u citosolu. Nadalje, lokalizacija ove varijante
postoji 1 unutar jezgrice (322) gdje se brzo razgraduje putem ubikvitina te su sekvence
potrebne za lokalizaciju unutar jezgrice potrebne i za anti apoptotsku funkciju Sto otvara nova
pitanja i zahtijeva daljnja istraZivanja.

Imunofluorescentnim mikroskopom je pokazano da se u interfazi Hela stanica survivin-
AEx3 nalazi i unutar mitohondrija i unutar jezgre , dok se kod stanice u mitozi survivin-AEx3
translocira i lokalizira uz diobeno vreteno.

Do danas su otkrivene i nove splice varijante i to survivin-DptEx2/3 koji se uglavnom nalazi
unutar jezgre 1 kromosomske DNA S§to ukazuje na drugaciju funkciju ove varijante. Nadalje,
nadena je 1 varijanta survivin-2a koja ulazi u interakcije sa survivinom i veZe se za
centromere(324). Konacno, varijanta survivin-3B je prvotno nadena u koStanoj srzi pacijenata

s mijelodisplazijom ili akutnom mijeloi¢nom leukemijom(325) te stani¢nim linijama humanog
karcinoma kolona i Zeluca (314), a funkciju joj je potrebno dalje istraziti. Vegran i sur.(326)su
izvjestili da je varijanta survivin-3B jaCe izrazena u karcinomu dojke te je u korelaciji sa

mutacijom gena p53 gene $to sugerira ulogu u inhibiciji apoptoze.
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1.4.5. Survivin u netumorskim tkivima

Postoje brojna istrazivanja o izrazavanju i ulozi survivina u tumorskim tkivima , dok
je malo studija objavljeno vezano za ulogu survivina u normalnim tkivima .lako ekspresija
survivina nije nadena u vec¢ini normalnih tkiva odraslih osoba, ipak je dokazana u nekim
tkivima kao $to je sluznica kolona(327), placenta(328), koStana srz (329) i keratinociti
bazalnog sloja koze(330) . Na misjem modelu utvrdena je ekspresija survivina tijekom G2/M
faze stanicnog ciklusa tijekom regeneracje jetre, a pojaCana ekspresija survivina u
normalnom tkivu misje jetre pojacava proliferaciju stanica (331). Survivin ima takoder ulogu
u cijeljenju ozljede stijenke krvnih zila (332). Stimulacija ekspresije survivina putem PDGF
u glatkim miSi¢nim stanicama potice vijabilnost stanica , dok naruSavanje funkcije survivina u
glatkim misi¢nim stanicama sprjecava formiranje neointimalnog sloja arterije nakon ozljede
(332). Regulacija apoptoze predstavlja vazan medicinski problem jer je klju¢na u stanjima kao
Sto su ishemijsko-perfuzijska ozljeda bubrega (333) i apoptoza neurona kao §to je slucaj kod
Alzheimerove bolesti(334).
Survivin je u malim koli¢inama naden i u normalnoj sluznici Zeluca i to uglavnom u
citoplazmi Zlijezdanih stanica unutarnjih regija same zlijezde, dok je razina izrazito mala ili
odsutna u povrSinskoj mukozi gastriénih foveola(335). Nadalje, pokazano je na tkivu zeluca i
stani¢nim linijama da se razina smanjuje nakon infekcje s HP §to je u skladu sa nastankom
atrofije.
Daljnja istrazivanja o ulozi surviivna u normalnim tkivima mogla bi donijeti uvid u ulogu
apoptoze u raznim bolestima te omoguciti razvoj terapijskih strategija u lijeCenju ne-malignih
bolesti.

Nakon spoznaja o funkcijama survivina postavljena je hipoteza da survivin pridonosi
homeostazi matic¢nih stanica (253, 254). Naime, studije su pokazale da je survivin neophodan

za ocuvanje vijabilnosti hematopoetskih progenitorskih stanica (250, 336). Ovaj mehanizam
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moze imati direktan ucinak u bolesti ljudi jer je deplecija koStane srzi u mijelodisplasticnom
sndromu povezana sa metilacijom i prestankom transkripcije gena za survivin te smanjenim
izrazavanjem survivina u hematopoetskim progenitorskim stanicama(337). Ekspresija
survivina potvrdena je i u mezenhimalnim , neuronskim i koznim progenitorskim
stanicama(338-340) .

Regulacija ekspresije ide vjerojatno putem signaliranja Wnt/B-kateninom (341), koji ukljucuje
prepoznavanje diskretnog elementa vezivanja T-stanicnog ¢imbenika 4 (TCF-4-binding) u
pomotoru survivina. Pojacana ekspresija B-katenina povecava razinu survivina i podrzava
survivinom posredovano odrzavanje stani¢nog ciklusa (342) .

Wnt/B-katenin ima veliku ulogu u homeostazi hematopoetskih progenitorskih stanica (343)
kao i u mehanizmima prezivljavanja kao Sto je inhibicija apoptoze uzrokovane zrazenjem
(344, 345).

Drugi mehanizam koji moze kontrolirati ekspresiju survivina u mati¢nim stanicama je Stat-3
(242) koji pridonosi citoprotekciji putem survivina u razli¢itim vrstama tumora (346); (347).
Postavlja se pitanje da li postoji slican nacin reguliranja survivina u karcinomskim mati¢nim
stanicama. Eksperimentalni modeli jo§ nisu uspostavljeni , medutim, poznato je da jedan
drugi razvojni gen u karcinomskim mati¢nim stanicama tzv. Notch podiZze raznu survivina
(348). Sli¢nio kao 1 kod signaliranja putem Wnt(342), nedavne studije pokazale su da je
survivin pod direktnim transkripcijskim djelovanjem Notch ovisne ekspresije gena S$to
ukljucuje prepoznavanje RPB-Jk vezuju¢ih mjesta na promotoru survivina (349). Notch
signalni putevi Cesto su poremecéne regulacije u karcinomu (350), pridonoseéi transformaciji
stanice (351), ekspresiji onkogena (352), poremecaju dinamike stani¢nog ciklusa (353),
angiogenezi (354) i poticanju anti-apoptotskih mehanizama (355). Postoje dokazi, osobito u

karcinomu dojke (356)), da je ovaj put vazan za odrzavanje karcinomskih mati¢nih stanica
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(357),0s0bito u patogenezi duktalnog karcinoma in situ (358) i to kod estrogen receptor (ER)-
negativnih , ali ne i ER-pozitivnih tipova karcinoma (359).
Potrebna su istrazivanja kako bi se definirali potencijalni putevi nastanka karcinoma koji

funkcioniraju unutar mati¢ih stanica. (253).

1.4.6. Survivin i karcinom Zzeluca

Prisutnost survivina u stanicama karcinoma Zeluca po prvi je put na razini proteina
pokazana 1998. godine (360), koriStenjem poliklonskih protutijela te na razini mRNA 2000.
godine (361). Izrazenost survivina u metastatskim limfnim ¢vorovima do danas nije istrazeno.
Prema nekim istrazivanjima, u nekoliko tipova tumora ,visoka razina ekspresije survivina u
karcinomu u korelaciji je s agresivnijom biologijom tumora(362). Kao prognosticki ¢imbenik
izrazenost survivina je znacajno povezana sa lo§im klini¢kim ishodom u karcinomu jetre
(363), kolorektuma(364), dojke(365), pluca(366) i jednjaka (367).

Do danas je objavljeno nekoliko istrazivanja o povezanosti survivina i karcinoma

zeluca, medutim s opre¢nim rezultatima vezano za razinu izrazenosti (360, 368),(361, 369) i
povezanosti s klini¢kopatoloskim obiljezjima (370, 371).
Ranije studije na karcinomu Zeluca imunohistokemijskom ili RNA analizom su pokazale
stopu izrazenosti izmedu 34.5% 1 82.0%(370, 372). lako postoje iznimke (373), vecina
autora navodi da je izraZzavanje survivina u korelaciji sa slabijim prezivljenjem pacijenata te
da pridonosi kemorezistenciji karcinoma zeluca (374).

Jedan od prvih radova (372) koriStenjem RT PCR -a pokazao je ekspresiju survivina
u 68% slucajeva karcinoma zeluca kao i u , doduse manjem postotku (27%) Zelucane
sluznice rodaka iz prvog koljena oboljelog. Nadalje, ekspresija survivina nadena je i u 22%

nekanceroznog tkiva smjeStenog uz tumor, ali nije zabiljeZena u normalnoj , udaljenoj
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sluznici zeluca . Nije nadena korelacija s niti jednim standardnim klinickopatoloskim
obiljezjem.

Nedavno je objavljeno nekoliko studija koje se bave ovom problematikom. Tako su
2009. Song i sur. (375) koriste¢i se poliklonskim protutijelima i imunohistokemijskim
obiljezavanjem pokazali na tkivima karcinoma zeluca pacijenata u III stadiju bolesti
prisutnost survivina samo u karcinomskim stanicama i to pretezno u jezgri, dok su u uzorcima
normalne sluznice samo zametne stanice smjestene u vratu zlijezda pokazivale pozitivnost.
Medutim, autori su u ovom radu pokazali pozitivnost samo 40,1 % uzoraka karcinoma
zeluca, uzimajuéi u obzir da su pozitivnim uzorcima oznacavali samo ukoliko je vise od 10%
stanica izrazavalo survivin. Jedino su za veli¢inu tumora uspjeli dokazati znac¢ajnu povezanost
sa razinom izrazenosti, dok nije bilo povezanosti s drugim klinickopatoloskim obiljezjima.
Prezivljenje pacijenata sa pozitivnom izrazenosScu survivina bilo je statisticki znacajno krace
od onih svrstanih u survivin negativnu skupinu S§to survivin ¢ini loSim nezavisnim
prognostickim ¢imbenikom(375)
Nedavno istrazivanje, takoder iz 2009. pokazalo je na razini mRNA za survivin izoliranog iz
ukupnih mononuklearnih stanica periferne krvi pacijenata oboljelih od karcinoma Zzeluca
ekspresiju kod gotovo svih pacijenta , pozitivnu korelaciju sa prva tri stadija bolesti,
povezanost te znacaj razine mRNA za survivin kao loSeg prognostickog ¢imbenika. Sli¢no
istrazivanje pokazalo je da je razina survivina u cirkuliraju¢im karcinomskim stanicama
nezavisan predskazatelj recidiva. (376)
Zanimljivo je 1 istrazivanje u kojem su autori imunohistokemijskim obiljeZzavanjem
poliklonskim ze¢jim protutijelima odredivali razinu izraZzenosti u karcinomu i
prekarcinomskim lezijama sluznice. Ovdje su pak za pozitivhe smatrani oni uzorci koji su
imali vidljivo bojanje na najmanje 5 % stanica. (377) Stopa pozitivnih stanica kod intestinalne

metaplazije iznosila je 53.4%, displazije 59.4% te karcinoma Zeluca 65.3%, §to je bilo
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znacajno viSe od stope izrazenosti u normalnoj sluznici zeluca od 11.2%, P< 0.01. Razina
izrazenosti se postepeno povecavala od dobro diferenciranog adenokarcinoma (41.7%), preko
umjereno diferenciranog adenocarcinoma (58.3%) do slabo diferenciranog adenocarcinoma
(75.6%) sa znacajnom korelacijom , vk = 0.279, P < 0.01. Nadalje, od klinickopatoloskih
obiljezja, izrazenost u difuznom tipu (74.6%) bila je znacajno veéa nego ona u intestinalnom
tipu (51.3%). Takoder, kod karcinoma sa metastazama u limfnim ¢vorovima, 76.9% je bilo
pozitivno na survivin dok je kod onih bez metastaza bilo 41.2%, P < 0.01. Sli¢no, Xiao i sur
(377, 378) su nasli da su stope pozitiviteta ekspresije survivina kod tumora sa metastazama
(kod metastaza u limfne ¢vorove 86.2%, kod jetrenih i ovarijalnih metasatza 100%) znacajno
veée nego u tumora bez metastaza (64.3%).

Povezanost je nadena i RT-PCR-om stanica u peritonealnoj tekucini pacijenata oboljelih od
karcinoma, a razina izrazenosti znacajno je korelirala sa dubinom invazije karcinoma,
metastazama u limfne ¢vorove i TNM Rezultati su pokazali da je 98% klinicki evidentnih
peritonealnih metastaza pokazalo ekspresiju survivina (379)

Nekoliko studija pokazalo je da VEGF inducira ekspresiju survivina na endotelnim
stanicama tijekom remodeliranja i angiogeneze (380-382), a na zivotinjskom modelu je
pokazano da survivin poti¢e angiogenezu (383). Medutum, Lee i sur. nisu uspjeli na tkivu
karcinoma zeluca dokazati povezanost izrazenosti VEGF i survivina, ali su dokazali
povezanost vece izrazenosti survivina sa veCom razinom mikrovaskularne gustoce. Nadalje,
pokazali su izrazenost survivina u samo 50% uzoraka tkiva ,a razina je bila u znacajanoj
korelaciji sa veli¢inom tumora, dubinom invazije, metastazama u limfne ¢vorove, stadijem
tumora 1 losijim prezivljenjem(371)

Deng i sur. nasli su survivin takoder u oko 50% uzoraka tkiva te pozitivnu korelaciju sa
metastazama u limfne ¢vorove i dobrom diferencijacijom tumora. Nisu nasli korelaciju sa

prezivljenjem (384). Sto se ti¢e diferenciranosti tumora i survivina Li i suradnici dobili su
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obrnute rezultate, dok su imali 76% pozitivnih uzoraka te pozitivnhu korelaciju s TNM
stadijem (385).

Povezanost izrazenosti survivina i klasifikacije po Laurenu nadena je i u istrazivanju
na uzorcima karcinom zeluca od kojih je imunohistokemijski 48,2% oznaceno kao pozitivno
na survivin. Treba naglasiti da su autori uzimali kao parametar pozitivnosti uzorke koji su
imali vise od 30% pozitivnih stanica. U ovom istrazivanju nadena je, za razliku od ranije
navedenog , znacajno veca stopa izrazenosti survivina kod intestinalnog tipa u odnosu na
difuzni . Nije pokazana povezanost sa ostalim klinickopatoloskim obiljezjima.(368) Sli¢ne
rezultate dobili su i autori u jednom od prvih radova vezanih za ovu problematiku(370)

O izrazenosti survivina unutar pojedinih stani¢nih odjeljaka u stanicama karcinoma
zeluca postoji mali broj radova . Imunofluorescentnim obiljezavanjem Okada i sur. pokazali
su prisustvo survivina u jezgri u 82% slucajeva, a citoplazmatskog u 88 % slucajeva §to
govori u prilog velikog broja uzoraka koji su imali istovremenu izrazenost survivina u oba
stani¢na odjeljka. Gledano odvojeno, survivin koji se nalazi u jezgri povezan je sa manjom
incidencijom vaskularne invazije, slabijom diferencijacijom te boljim prezivljenjem , dok
citoplazmatska lokalizacija survivina nije pokazala povezanost sa prezivljenjem niti
klinickopatoloskim parametrima(373).

Kod karcinoma Zeluca povezanog s EBV javlja se jaca izrazenost survivina u tkivu karcinoma
u odnosu na izrazenot u karcinomu koji nije vezan za EBV(386) Isti autori navode preteznu
izrazenost survivina u citoplazmi stanica te jednaku izrazenost kod oba tipa karcinoma prema
Laurenovoj podjeli kod EBV varijante, dok kod EBV negativnog karcinoma Zeluca postoji
slabija izrazenost survivina u difuznom tipu.

O povezanosti karcinoma Zeluca 1 survivina govore i istrazivanja u kojima je blokiranjem
prepisivanja gena za survivin na stani¢nim linijama karcinoma zeluca doslo do inhibicije

njihova rasta .
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Danas postoje istrazivanja sa velikim rasponom izrazenosti survivina kao i velikim razlikama
u povezanosti sa klinickopatoloskim obiljezjima gdje pojedina istrazivanja nalaze korelaciju s
jednim, dok druga istrazivanja nalaze koreaciju s drugim obiljezjima, iako vecina govore u
smislu losije klinicke slike , medutim i tu postoje kontradikcije.

Pristnost pojedinih splice varijanti survivina takoder je istrazivana i u karcinomu Zzeluca.
Tako su Meng i sur na uzorcima tumora i susjedne morfoloski zdrave mukoze RT PCR-om
pokazali prisutnost divljeg tipa u 100% uzoraka karcinoma , survivin-2b varijante u 78.5% te
survivinDx3 kod 64% uzoraka . S druge strane, u morfoloski zdravoj sluznici zabiljezeni su
postoci od 58%, 29.1% te 15.2 % za divlji tip, odnosno varijantu 2b i Dx3(387)

Usporedujuci klinickopatoloske parametre i ekspresiju pojedinih varijanti survivina dobili su
znafajno manju izrazavanost survivin-2b kod III i IV stadija bolesti u odnosu na I i II te
negativnu korelacija sa dubinom invazije tumora i stupnjem diferencijacije. Nije nadena
povezanost drugih varijanti survivina sa klini¢kpatoloskim obiljezjima tumora §to je bilo u
skladu s ranijim istrazivanjima (388, 389). S druge strane nadena je jedino korelacija divljeg
tipa sa prezivljenjem u smislu loSeg prognostickog ¢imbenika (387).

O izrazavanju survivina u metastatskim limfnim ¢vorovima postoji tek nekoliko radova.

Wang i sur su 2004. godine objavili rad u kojem su uz pomo¢ RT PCR-a analizirali izrazenost
survivina u karcinomskim stanicama primarnog tumora iz 30 uzoraka, morfoloski normalne
sluznice na 10 cm od tumora te metastatskim limfnim ¢vorovima, dobivenima laserskom
mikrodisekcijom. 80 % uzoraka primarnog tumora pokazivalo je izraZenost survivina, 23%
uzoraka morfoloski normalne stanice te 95% uzoraka iz mestastkih limfnih ¢vorova. Nema
podataka o koli¢ini survivina unatar pojedinih skupina, a zanimljivo je da nije nadena

korelacija s niti jednim klini¢kopatoloskim parametrom.(390)
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2. HIPOTEZA

Pretpostavka ovog istrazivanja je da u tkivu primarnog tumora kao i u metastatskim limfnim
¢vorovima pacijenata oboljelih od karcinoma Zeluca postoji pojac¢ana izraZzenost survivina te
da je razina izraZzenosti povezana s klini¢kom slikom oboljelih te patohistoloskim obiljezjima

tumora.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je odrediti razinu izraZzenosti survivina u tkivu karcinoma zeluca, kako
u primarnom tumoru, tako i u metastatskim limfnim ¢vorovima te istraziti povezanost

izrazenosti s klinickom slikom oboljelih te patohistoloSkim karakteristikama tumora.
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4. MATERIJALI, METODE I PLAN ISTRAZIVANJA

4.1 Materijali:

1.

Uzorci tkiva primarnog adenokarcinoma zeluca, metastatskih limnih ¢vorova te
histoloski normalne sluznice Zeluca fiksirani u 10 % puferiranom formalinu te
uklopljeni u parafin, koriSteni u ovom istrazivanju dobiveni su iz arhive Klinickog
odjela za patologiju KB Dubrava.

Studija je obuhvatila 114 uzastopnih pacijenta operiranih u KB Dubrava zbog
histoloski verificiranog adenokarcinoma Zeluca u razdoblju od 1994. do 2001. godine
za koje postoje potpuni klinicki i1 histoloski podaci te podaci o prezivljenju. U studiji
su analizirana tkiva primarnog karcinoma Zeluca bolesnika sa i bez metastaza u
regionalne limfne C¢vorove uz istovremeno odredivanje izrazenosti survivina i u
metastazama.

Nadalje, analizirana su tkiva stjenke zeluca od 20 pacijenata operiranih u istom
razdoblju radi neke druge bolesti ili stanja , a ¢iji su uzorci tkiva Zeluca dobiveni
operacijskim zahvatom. U ovoj skupini patohistoloskim pregledom nadena je
isklju¢ivo normalna morfologija zeluCane sluznice.

Uzorci tkiva identificirani su prema jedinstvenom broju biopsije iz otpusne
patohistoloSke dijagnoze. Nakon identifikacije provjerena je tehnicka ispravnost tkiva
uklopljenog u parafin.

Kemikalije za imunohistoloSko obiljezavanje ukljucuju¢i standardizirani komplet
kemikalija za imunohistoloSko bojanje (LSAB kit, DAKO, kat.br. K0690), 3,3'-
diaminobenzidin (DAB) kromogen (DAKO, kat.br.: 3465), miSje monoklonsko
protutijelo na protein humanog survivina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA, kat.br.: sc-17779) te kontrolno nespecificno protutijelo istog izotipa kao i

primarno (misji [gG2a, DAKO, kat.br.:X0943).
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3. Silanizirana predmetna stakalca.

4. Podaci o klinickim manifestacijama tumora dobiveni su iz postoje¢e medicinske
dokumentacije iz arhive Klinicke bolnice Dubrava.

5. Ukupno prezivljenje bolesnika odredeno je na osnovu podataka iz Registra za rak

Republike Hrvatske. (391-393)

4.2. METODE
4.2.1. Patohistoloska analiza

Uzorci tkiva uklopljenih u parafin izrezani su mikrotomom na debljinu od 4
mikrometra te su potom obojani standardnom metodom hemalaun-eozin. Na tako dobivenim
preparatima odredena je patohistoloska dijagnoza te prognosticki pokazatelji karcinoma
zeluca. Ispitivanim uzorcima tkiva primarnog tumora specijalist patolog je odredio histoloski
tip prema Laurenovoj klasifikaciji (intestinalni, difuzni i mjeSani), diferenciranost (slabo,
srednje, dobro diferencirani tumori i nediferencirani ) , mucinoznu komponentu ( bez mucina,
manje od 50% mucinoznih stanica, vise od 50% mucinoznih stanica) te postojanje vaskularne,
perineuralne i limfaticke infiltracije. Kod uzoraka tkiva limfnog ¢vora ispitao je prisutnost
metastatskih tumorskih stanica. Ukoliko se radilo o pozitivhom limfnom c¢voru, iz istog

uzorka tkiva napravljeni su dodatni rezovi za imunohistokemijsko obiljezavanje survivina.

4.2.2. Imunohistokemijsko obiljezavanje survivina u uzorcima tkiva

Nakon patohistoloske analize, dodatni razovi uzoraka tkiva (primarnog karcinoma i
pozitivnog limfnog ¢vora) zalijepljeni su na silanizirana predmetna stakalca, osuSeni na zraku
te pohranjeni na +4°C do imunohistokemijskog obiljezavanja. Pripremljeni preparati su
deparafinizirani uranjanjem u otopine ksilola i gradirane otopine etanola nakon cega su

zagrijavani u mikrovalnoj pe¢nici u citratnom puferu kako bi se otkrili denaturirani antigeni.
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Uslijedilo je blokiranje endogene peroksidaze inkubiranjem rezova s 3% otopinom vodikovog
peroksida (H,O;). Nakon svake inkubacije u daljnjem postupku preparati su ispirani
uranjanjem u otopinu PBS —a 3 puta u trajanju od 5 minuta . Nakon blokiranja endogene
peroksidaze blokirano je nespecifi¢no vezanje inkubacijom u 5 % otopini serumskih proteina
humanog porijekla. Preparati su potom inkubirani s primarnim mis§jim monoklonskim
protutijelima na molekulu survivina (mis§ja protu humana protutijela) u razrijedenju 1:500
kroz 60 minuta. Nakon ispiranja, inkubirani su sa sekundarnim protutijelom vezanim s
biotinom prema naputku proizvodaca standardnog seta (LSAB kit, DAKO, kat.br. K0690).
Sekundarna protutijela se pritom vezu na Fc fragment primarnih protutijela. Potom su
preparati inkubirani sa streptavidin peroksidazom pri ¢emu dolazi do specifinog vezivanja
biotina i streptavidina. Reakcija je vizualizirana inkubacijom s DAB kromogenom koji je
supstrat za enzim peroksidazu. Pri reakciji dolazi do talozenja kromogena smede boje u
stanici na kojoj se nalazi obiljezavani antigen, u ovom slu¢aju survivina.

Kao negativne kontrole metode koriSten je isti postupak pri ¢emu je izostavljeno primarno
protutijelo ili je umjesto njega koristeno nespecificno protutijelo istog izotipa kao i primarno,
u istoj koncentraciji.

Potom su preparati obojati s hemalaunom i eozinom kako bi se bolje vizualizirale stani¢ne

strukture.

4.2.3. Odredivanje izraZenosti survivina u tkivu

Analiza je wucinjena svjetlosnim mikroskopom te je za svaki uzorak ucinjeno 15
mikrofotografija razli¢itih vidnih polja na povec¢anju mikroskopa 400x. Izrazenost survivina
kvantificirana je odredivanjem broja pozitivnih kromogenom obiljeZenih tumorskih stanica na

ukupno 1000 tumorskih stanica te je izracunat postotak pozitivnih tumorskih stanica (368,
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394-396). Odredivan je i ukupni intenzitet bojanja koji je klasificiran u tri grupe (+,++, +++).
Intenzitet bojanja indirektno je mjerilo relativnog broja molekula unutar ispitivanog tkiva.

Ovu analizu obavljali su dva neovisna ispitivaca, a kao vrijednost postotka obiljezenih
tumorskih stanica i intenziteta bojanja koristena je srednja dobivena vrijednost uz prethodnu
analizu podudarnosti koja je bila znacajna ( Pearson's r =0.683, P<0.05) Rezultati su
razvrstani s obzirom na postotak pozitivnih stanica u tri (0 - 33,33%, 33,34 - 66,66% i 66,67 -
100%) , odnosno dvije ( vece i manje od medijana) skupine te na osnovi intenziteta bojanja u

tri grupe (slaba, srednja i jaka izrazenost) (368).

4.2.4. Analiza podataka iz medicinske dokumentacije

Pacijenti su identificirani putem operacijskih protokola Klinike za kirurgiju KB Dubrava.
Uzeti su u obzir pacijenti sa dijagnozama tumora ili karcinoma Zzeluca i resekcijskim
zahvatima na zelucu. Potom su putem mati¢nih brojeva identificirane povijesti bolesti koje su
preuzete iz arhive KB Dubrava. Iz povijesti bolesti dobiveni su podaci o dobi, spolu,
lokalizaciji tumora u Zelucu, broju zahvacenih limfnih ¢vorova metastazama, metastazama u
drugim organima, te drugim klini¢kim parametrima. Iz patohistoloSkog nalaza dobiven je
jedinstveni broj biopsije pomocu kojeg su identificrani uzorci u parafin uklopljenog tkiva u
arhivi Klinickog odjela za Patologiju KB Dubrava. Pacijenti iz skupine kojima uputna
dijagnoza nije vezana za patologiju Zeluca, a €iji operacijski zahvat je obuhvacao i resekciju
zeluca uzeti su u obzir za kontrolnu skupinu. Identitet pacijenata tijekom istrazivanja bio je
poznat samo istraziva€ima, nije bio koriSten na bilo koji drugi nacin osim prilikom primarne
identifikacije od kada su umjesto identiteta koriSteni identifikacijski brojevi. Povijesti bolesti
vrac¢ene su u arhivu. Podaci o ukupnom prezivljenju dobiveni su iz Registra za rak Republike

Hrvatske.
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4.2.1.

Statisti¢ka analiza

Statisticka obrada i analiza podataka napravljena je koriste¢i se kompjuterskim programom

Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) na Windows 7 platformi.

U statistickoj obradi dobivenih rezultata korisStene su prikladne metode deskriptivne statistike

(medijan, raspon, najvec¢a i najmanja vrijednost), a razlike izmedu pojedinih grupa testirane su

1 protumacene kao znacajne sa p < 0,05 koriste¢i se neparametrijskim testovima (Friedman

ANOVA, Mann-Whitney U Test, Wilcoxon Matched Pairs Test te Spearman Rank) vec

prema prikladnosti te analiza krivulja prezivljenja (Kaplan-Meier-ove krivulje i Cox-ova

regresijska analiza) radi procjene neovisnog prognostickog ¢imbenika prezivljenja.

4.3. Plan istrazivanja

1.

Identifikacija pacijenta i provjera postojanja potrebnih klini¢kih, patoloskih i
podataka o prezivljenju te uzoraka tkiva primarnog tumora i eventualno metastatskih
limfnih ¢vorova. Postupkom je ukljuéeno ukupno 114 pacijenata oboljelih od
karcinoma te 20 kontrolnih pacijenta.

Unosenje podataka iz povijesti bolesti u bazu podataka

Odredivanje histoloskih obiljezja primarnog tumora .

Odredivanje razine izrazenosti survivina u tkivu primarnog tumora, tkivu metastatskog
tumora u limfnom ¢voru te zdravoj sluznici imunohistokemijskim obiljezavanjem te
odredivanjem postotka i intenziteta bojanja stanica.

Analiza povezanosti  izrazenosti survivina u tkivu primarnog tumora i tkivu
metastatskog tumora u limfnim ¢vorovima.

Analiza povezanosti izrazenosti survivina u tkivu primarnog tumora i tkivu

metastatskog tumora u limfnim ¢vorovima s klinickim i histoloskim obiljezjima
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primarnog tumora te prezivljenjem pacijenata uz odredivanje vrijednosti survivina kao

prognostickog ¢imbenika karcinoma Zeluca.
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5. REZULTATI

5.1. Deskriptivna statistika bolesnika oboljelih od karcinoma Zeluca

U studiji su analizirani uzorci tkiva i podaci od 114 pacijenata oboljelih od karcinoma

zeluca (ispitivana skupina) te uzorci tkiva 20 pacijenata koji nisu oboljeli od karcinoma Zeluca

(kontrolna skupina).

kontrolnoj skupini bilo 11 muskaraca i 9 Zena (Tablica 3).

ispitivana skupina

kontrolna skupina

N % N %
musko | 64 56.14 11 55
zensko | 50 43.86 9 45
ukupno | 114 100 20 100

Tablica 3. Prikaz raspodjele prema spolu ispitivane i kontrolne skupine

U ispitivanoj skupini nalazilo se 64 muskarca te 50 Zena dok je u
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Medijan dobi pacijenata ispitivane skupine bio je 66 godina, srednja vrijednost 61,95
sa rasponom od 25 do 76 godina. Medijan dobi pacijenata kontrolne skupine bio je 62 godine,

srednja vrijednost 64,28 sa rasponom od 32 do 79 godina (Tablica 4).

ispitivana skupina kontrolna skupina
medijan 66 62
srednja vrijednost 61,95 64,28
minimalna vrijednost 25 32
maksimalna vrijednost 76 79
standardna devijacija 12 10,6
ukupan broj 114 20

Tablica 4. Prikaz raspodjele prema dobi ispitivane i kontrolne skupine
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Najcesca lokalizacija tumora unutar ispitivane skupine bila je u distalnoj tre¢ini zeluca
odnosno u antrumu kod 29 pacijenta, u antropilori¢nom podru¢ju kod 26 pacijenata te na
samom pilorusu kod jednog pacijenta. Slijedi srednja tre¢ina zeluca, odnosno korpus kod 32
pacijenta. U ispitivanoj skupini bilo je ukupno 6 slucajeva karcinoma proksimalne trecine
zeluca i to 4 na kardiji Zeluca te 2 u fundusu zeluca. Preklapajuci tumor dijagnosticiran je
kod 6 pacijenata , linitis plastica kod 3 pacijenta , a kod 8 pacijenta nije bila specificirana
lokalizacija tumora. Kod 3 pacijenta radilo se o karcinomu bataljka zeluca nakon ranije
resekcije zbog ulkusne bolesti. U analizama povezanosti izrazenosti survivina te prezivljenja

sa lokalizacijom tumora koristila se i podjela na prokismalnu, srednju i distalnu tre¢inu

zeluca (Tablica 5).
broj | udiou %
kardija 4 3,5
proksimalna trecina
fundus 2 1,75
korpus 32 28,07 srednja tredina
antrum 29 25,44
antropiloricno 26 22,81 distalna treina
pilorus 1 0,88
nespecificirano 8 7,02
preklapajuci tumor 6 5,26
linitis plastica 3 2,63
bataljak Zeluca 3 2,63

Tablica 5. Prikaz raspodjele lokalizacije primarnog tumora.
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Najcesc¢i operacijski zahvat bila je gastrektomija i to u 38 slucajeva, potom subtotalna
resekcija u 37 slucajeva , dvotrec¢inska resekcija po tipu Billroth II u 25 te tre¢inska resekcija

zeluca po tipu Bilroth I u 14 slucajeva (Tablica 6).

broj udio u %
gastrektomija 38 33,33
resekcija 2/3 (Billroth IT) 25 21,93
resekcija 1/3 (Billroth I) 14 12,28
subtotalna resekcija 37 32,46

Tablica 6. Prikaz raspodjele pacijenata ispitivane skupine prema tipu operacijskog
zahvata.

U ispitivanoj skupini za jednog pacijenta nije bilo adekvatne procjene lokalne
uznapredovalosti tumora prema TNM Kklasifikaciji (Tx) , dok je za 6 pacijenata utvrden T1
stadij uznapredovalosti , za 43 pacijenta T2, za 34 pacijenta T3 te za 30 pacijenata T4
stadij(Tablica 7).

Za 8 pacijenta nije bilo adekvatne procjene prosSirenosti karcinoma u limfne ¢vorova (Nx),
dok je za 44 pacijenta utvrden NO stadij, za 36 pacijenta N1 stadij, za 15 pacijenta N2 stadij te
za 9 pacijenta N3 stadij(Tablica 7). Za 8 pacijenta nije bilo adekvatno utvrdeno postojanje
udaljenih metastaza (Mx) slikovnim metodama ili eksploracijom trbuha tijekom operacije,
dok je za 9 pacijenta potvrdeno postojanje istih. Najve¢i dio pacijenta, odnosno 97, u

trenutku operacijskog zahvata nije imalo detektabilnih metastaza (Tablica 7).
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broj | udiou %
Tx 1 0,88
T1 6 5,26
T2 43 37,71
T3 34 29,82
T4 30 26,32
Nx 8 7,02
NO 44 38,60
N1 36 31,58
N2 16 14,04
N3 10 8,77
Mx 8 7,02
MO 97 85,09
M1 9 7,89

Tablica 7. Prikaz raspodjele uznapredovalosti karcinoma prema TNM sustavu

74



Patohistoloskom analizom utvrden je adenokarcinom bez mucina kod 59 pacijenata,
adenokarcinom sa manje od 50% mucinoznog dijela kod 34 pacijenta, adenokarcinom sa vise

od 50 % mucinoznog dijela kod 18 pacijenta te karcinom stanica pecatnjaka kod 3 pacijenta

(Tablica 8).
broj udio u %
Adenokarcinom - bez mucina 59 51,75
Adenokarcinom - manje od 50% mucinoznog dijela 34 29,82
Adenokarcinom - viSe od 50% mucinoznog dijela 18 15,79
Karcinom stanica pecatnjaka 3 2,63

Tablica 8. Prikaz raspodjele bolesnika obzirom na mucinoznu komponentu

tumora.
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Analizom stupnja histoloske diferenciranosti kod ispitivane skupine nadeno je u 37
sluc¢ajeva dobra diferenciranost tumora, u 20 slucajeva umjerena diferenciranost tumora, u 41

slu¢aju slaba diferenciranost tumora te u 16 slucajeva nediferencirani karcinom Zzeluca

(Tablica 9).
broj udio u %
G1 - dobro diferencirani 37 32,46
G2 - umjereno diferencirani 20 17,54
G3 - slabo diferencirani 41 35,96
nediferencirani 16 14,04

Tablica 9. Prikaz raspodjele bolesnika obzirom na diferenciranost tumora.
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Analizom klasifikacije prema Laurenu utvrden je difuzni tip tumora kod 44 pacijenta,

intestinalni tip tumora kod 54 pacijenta te mjesani tip kod 16 pacijenata (Tablica 10).

tip broj udio u %
difuzni 44 38,60
mjesani 16 14,04
intestinalni 54 47,37

Tablica 10. Prikaz raspodjele bolesnika obzirom na Klasifikaciju karcinoma Zeluca

prema Laurenu.

Infiltracija tumora u krvne Zile utvrdena je kod 18 pacijenta, perineuralna infiltracija

takoder kod 18 pacijenta, dok je infiltracija u limfne zile utvrdena kod 44 pacijenta (Tablica

11).

VASKULARNA | LIMFATICKA PERINEURALNA

broj | udio u % broj | udio u % broj | udio u %

DA 18 | 15,79 44 | 38,60 18 | 15,79

NE 96 | 84,21 70 |61,40 96 | 84,21

Tablica 11. Prikaz raspodjele bolesnika obzirom na vaskularnu, limfaticku i

perineuralnu infiltraciju .
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Kod 102 pacijenta ucinjena je resekcija zeluca ili gastrektomija kod koje
mikroskopskim pregledom resekcijskog ruba nije nadeno karcinomskih stanica (RO resekcija),

dok su kod 12 pacijenata nadeni mikroskopski pozitivni rubovi (R1 resekcija) (Tablica 12).

broj | udiou %

RO resekcija 102 | 89,47

R1 resekcija 12 10,53

Tablica 12. Prikaz raspodjele bolesnika obzirom na radikalitet operacijskog zahvata.
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5.2. lzrazenost survivna u ispitivanim tkivima

U uzorcima zdrave sluznice postotak stanica koje su izrazavale survivin kretao se od 0
do 3,8 % , s tim da od 20 uzoraka , 7 uopce nije izrazavalo survivin , a svi uzorci , osim
jednog koji je imao bojanje intenziteta 2, imali su intenzitet 1+. (Tablica 13) (Slika 1)
U uzorcima tkiva primarnog tumora, 2 preparata nisu izrazavala survivin, dok je 112
izrazavalo survivin (98,24%) sa rasponom vrijednosti od 4,71 do 97,14 % , aritmetickom
sredinom postotka pozitivnih stanica od 62, 68 i medijanom od 66,60%. Srednja vrijednost
intenziteta iznosila je 2,02 (Tablica 13). (Slika 2, Slika 3)
Analiza izrazenosti survivina u limfnim ¢vorovima obuhvatila je ukupno 38 preparata koji su
na prikladan nacin mogli biti dobiveni iz parafinskih blokova, iako je ukupno bilo 60
pacijenta sa pozitivnim limfnim ¢vorovima. U uzorcima tkiva metastatskog tumora u
limfnim ¢vorovima svi su preparati pokazivali izrazenost survivina, sa rasponom vrijednosti
od 0,5 do 95.76 % , aritmetiC¢kom sredinom postotka pozitivnih stanica od 50,72 i medijanom

od 57,97%. Srednja vrijednost intenziteta iznosila je.1,37 (Tablica 13) (Slika 4).
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srednja

Tablica

bojanja u tkivu primarnog tumora,

uzorak broj | vrijednost | medijan | Min | Max | Std.Dev
% | 112 62,68 66,60 | 4,71 | 97,14 27,49
tumor 1-3 | 112 2,02 2,00 1,00 | 3,00 0,82
limfni % 38 50,72 57,97 | 0,50 | 95,76 35,70
¢vorovi | 1-3 | 38 1,37 1,00 1,00 | 3,00 0,75
% 20 1,22 1,1 0 3,8 1,15
kontrola | 1-3 20 0,7 1 1 2 0,088

13. Prikaz raspodjele postotka stanica pozitivnih na survivin te intenziteta

uzorcima tkiva Zeluca.

metastatskim limfnim ¢évorovima i kontrolnim
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Slika 1. Prikaz imunohistokemijskog obiljeZavanja survivina u normalnoj sluznici

Zeluca
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Slika 2. Prikaz imunohistokemijskog obiljeZavanja survivina u tkivu karcinoma

Zeluca intestinalnog tipa po Laurenu
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Slika 3. Prikaz imunohistokemijskog obiljeZavanja survivina u tkivu karcinoma

Zeluca difuznog tipa po Laurenu.
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Slika 4. Prikaz imunohistokemijskog obiljeZavanja survivina u tkivu metastatskog

limfnog ¢vora.
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Rezultati su grupirani u skupine i to za postotke od 0-33%, od 33,34 do 66,66 % te od 66,67

do 100%, a za intenzitet od 1-3.( Tablica 14).

SURVIVIN U TUMORU SURVIVIN U LIMFNIM CVOROVIMA

0- 33,34- | 66,67 - 0- 33,34 - 66,67 -

% o 133,33% | 66,66% | 100% % |33,33% | 66,66% |  100%
N=112 20 36 56 N=38 16 4 18

N=100% | 17,86 32,14 50,00 N=100% | 42,11 10,53 47,37
intenzitet 1 2 3 intenzitet 1 2 3
N=112 36 38 38 N=38 30 2 6

N=100% | 32,14 33,93 33,93 N=100% | 78,95 5,26 15,79

Tablica 14. Prikaz raspodjele postotaka pozitivnih stanica i intenziteta bojanja u

primarnim tumorima i metastatskim limfnim ¢vorovima .
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5.3. Usporedba izrazenosti survivina u tkivima primarnog tumora i metastatskim limfnim

évorovima

Usporedbom postotka tumorskih stanica primarnog tumora pozitivnih na survivin i

intenziteta bojanja survivina u njima, koriStenjem Friedman ANOVA i Mann-Whitney U

testa, nadena je statistiCki znacaja pozitivna korelacija tj. u uzorcima tkiva sa veéim

postotkom stanica pozitivnih na survivin postoji i ja¢i intenzitet bojanja, odnosno izrazenost

survivina (Tablica 15).

Friedman ANOVA and Kendall Coeff. of Concordance ; ANOVA Chi Sqr. (N =112, df
=2)=209,1881 p =0,00000; Coeft. of Concordance =,93388 Aver. rank r =,93328

Average Rank | Sum of Ranks | Mean Std.Dev.
% 3,00000 336,0000 62,67732 | 27,48623
intenzitet 1-3 1,196429 134,0000 2,01786 0,81630
Mann-Whitney U Test
Rank Sum | Rank Sum U 7 level level Valid N Valid N
Group 1 Group 2 p P Group 1 Group 2
(i)ﬁt-l 3 942,0000 1833,000 276,0000 -4,41242 0,000010 | 0,000010 36 38

Tablica 15. Prikaz usporedbe postotka i intenziteta bojanja stanica primarnog tumora

pozitivnih na survivin
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Usporedbom postotka tumorskih stanica u metastatskom limfnom ¢voru koje pokazuju
izrazenost survivina i intenziteta bojanja survivina u njima, koristenjem Friedman ANOVA i
Mann-Whitney U testa, nadena je statisticki znacajna pozitivna korelacija tj. u uzorcima tkiva
sa ve¢im postotkom stanica pozitivnih na survivin postoji i jaci intenzitet bojanja, odnosno

izrazenost survivina (Tablica 16)

Friedman ANOVA and Kendall Coeff. of Concordance; ANOVA Chi Sqr. (N = 38, df = 2)
=49,93103 p =,00000; Coeft. of Concordance =,65699 Aver. rank r = ,64772

Average Rank | Sum of Ranks Mean Std.Dev.
% 2,789474 106,0000 50,72263 35,70142
Intenzitet 1-3 1,421053 54,0000 1,36842 0,75053

Mann-Whitney U Test

Rank Sum | Rank Sum U 7 level Jlevel Valid N Valid N
Group 1 Group 2 P P Group 1 Group 2
o
lAjSmt 477,0000 | 51,00000 | 12,00000 | -1,40130 0,161126 | 0,160204 | 30 2

Tablica 16. Prikaz usporedbe postotka i intenziteta bojanja tumorskih stanica u

metastatskim limfnim ¢vorovima koje pokazuju izraZenost survivina
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Usporedbom postotka tumorskih stanica koje pokazuju izrazenost survivina u primarnom
tumoru i na metastatskom limfnom ¢voru istog pacijenta , koristenjem Friedman ANOVA i
Wilcoxon Matched Pairs Testa , nadena je statistiCki znacajna razlika (Tablica 17) i statisticki
znacajna pozitivna korelacija (Slika 5) tj. postotak tumorskih stanica pozitivnih na survivin u
primarnom tumoru veéi je od postotka pozitivnih stanica pozitivnhih na survivin u
odgovaraju¢em metastatskom limfnom ¢voru. Poveéan postotak pozitivnih stanica na survivin
u primarnom tumoru povezan je i s veéim postotkom pozitivnih stanica u metastatskom

limfnom ¢voru.

Friedman ANOVA and Kendall Coeff. of Concordance;ANOVA Chi Sqr. (N = 36,
df=1)=11,11111 p =,00086; Coeff. of Concordance =,30864 Aver. rank r =
,28889
Average Rank Sum of Ranks Mean Std.Dev.

% u tumoru 1,777778 64,00000 73,91445 | 27,26477
% u limfnom | 1,222222 44,00000 49,30111 | 36,16537
¢voru
Wilcoxon Matched Pairs Test

Valid N | T Z p-level
% u tumoru i % u limfnom

36 108,0000 | 3,534879 | 0,000408
¢voru

Tablica 17. Prikaz usporedbe postotka pozitivnih stanica na survivin u primarnom

tumoru i metastatskom limfnom ¢voru.
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Usporedbom intenziteta bojanja tumorskih stanica u primarnom tumoru koje pokazuju
izrazenost survivina 1 intenziteta bojanja tumorskih stanica pozitivnih na survivin u
metastatskom limfnom ¢voru istog pacijenta , koriStenjem Wilcoxon Matched Pairs testa nije
nadena statisticki znacajna razlika tj. intenzitet bojanja tumorskih stanica na survivin u
primarnom tumoru ne razlikuje se od intenziteta bojanja stanica na survivin u odgovaraju¢em
metastatskom limfnom ¢voru, ali je nadena statisticki znaajna pozitivna korelacija u
intenzitetu bojanja, tj. poveéanje intenziteta bojanja u primarnom tumoru prati povecanje

intenziteta bojanja u metastatskom limfnom ¢voru.(Tablica 18, Slika 6)

Wilcoxon Matched Pairs Test

broj | T zZ p-level

Intenzitet u tumoru i u limfnom ¢voru 36 | 15,00000 | 3,619920 | 0,000295

Tablica 18. Prikaz usporedbe intenziteta bojanja stanica pozitivnih na survivin u

primarnom tumoru i metastatskom limfnom ¢voru.
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Slika 6. Prikaz izraZenosti intenziteta bojanja stanica na survivin u primarnom

tumoru i metastatskom limfnom ¢voru
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5.4. Usporedba izrazenosti survivina i klini¢kopatoloskih karakteristika karcinoma zeluca

Analiza korelacije postotka stanica primarnog tumora pozitivnih na survivin sa dobi i
spolom pacijenta te klini¢kopatoloskim obiljezjima tumora koristenjem Spearman Rank testa
pokazala je pozitivnu korelaciju izmedu postotka stanica pozitivnih na survivin i postojanja
metastaza, koli¢inom mucina i postojanjem limfati¢éne invazije. Drugim rijeima, tumori sa
veéim postotkom stanica pozitivnih na survivin ¢eS¢e imaju metastaze, ¢eSée imaju vecu
mucinoznu komponentu te ¢eS¢e pokazuju limfaticnu infiltraciju u odnosu na tumore sa

manjim postotkom pozitivnih stanica na survivin. (Tablica 19)
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Broj | Spearman R | t(N-2) p-level

dob 112 | 0,043413 0,45575 | 0,649470
spol 112 | -0,103341 -1,08969 | 0,278232
lokalizacija 112 | 0,102079 1,07624 | 0,284175
T 112 | 0,122255 1,29191 | 0,199095
N 112 | 0,156510 1,66197 | 0,099366
M 112 | -0,306844 -3.38132 | 0,001000
tip tumora 112 | 0.189984 2,02953 | 0,044818
gradus 112 | 0,019133 0,20071 | 0,841297
Lauren 112 | -0,010081 -0,10573 | 0,915986

vaskularna invazija 112 | 0,016545 0,17355 | 0,862540

limfaticka invazija 112 | 0,277271 3.02672 | 0,003079

perineuralna invazija | 112 | 0,118823 1,25511 | 0,212098

Tablica 19 . Korelacija postotka stanica pozitivnih na survivin u primarnom tumeoru sa

klini¢ckopatoloskim karakteristikama tumora
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Analiza korelacije intenziteta bojanja stanica primarnog tumora pozitivnih na survivin
sa dobi i spolom pacijenta te klini¢kopatoloskim obiljezjima tumora koriStenjem Spearman
Rank testa pokazala je pozitivnu korelaciju izmedu intenziteta bojanja stanica na survivin i
histoloskog stadija diferenciranosti. Drugim rijeima, tumori sa jaim intenzitetom bojanja
stanica na survivin ¢e$¢e su slabijeg stadija diferenciranosti u odnosu na tumore sa slabijim

intenzitetom bojanja stanica na survivin. (Tablica 20 )

broj | Spearman R | t(N-2) p-level

dob 112 | 0,034452 0,36155 | 0,718384
spol 112 | 0,113141 1,19430 | 0,234928
lokalizacija 112 | 0,117770 1,24384 | 0,216203
T 112 | 0,066055 0,69431 | 0,488951
N 112 | 0,027413 0,28761 | 0,774184
M 112 | -0,123896 | -1,30952 | 0,193086
tip tumora 112 | 0,126556 1,33809 | 0,183628

radus 112 | -0,252818 | -2,74061 | 0,007158
Lauren 112 | -0,075220 | -0,79116 | 0,430556
vaskularna invazija | 112 | -0,007976 | -0,08366 | 0,933480
limfaticka invazija | 112 | 0,164587 1,75007 | 0,082895
perineuralna invazija | 112 | 0,111668 1,17855 | 0,241119

Tablica 20 . Korelacija intenziteta bojanja stanica na survivin u primarnom tumoru sa

klini¢ckopatoloskim karakteristikama tumora
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Analiza korelacije postotka tumorskih stanica metastatskog limfnog ¢vora pozitivnih
na survivin sa dobi i spolom pacijenta te klini¢kopatoloskim obiljezjima tumora koriStenjem
Spearman Rank testa pokazala je pozitivnu korelaciju izmedu postotka stanica pozitivnih na
survivin i postojanja metastaza te postojanja perineuralne invazije. Drugim rije¢ima, tumori
Cije stanice u metastatskim limfnim ¢vorovima imaju veci postotak stanica pozitivnih na
survivin, ¢eSée imaju metastaze te Cesce pokazuju perineurialnu infiltraciju u odnosu na
tumore Cije stanice u metastatskim limfnim ¢vorovima imaju manji postotak pozitivnih

stanica. (Tablica 21)

broj Spearman R | t(N-2) p-level
dob 38 0,020211 0,12129 | 0,904136
spol 38 0,000000 0,00000 | 1,000000
lokalizacija 38 0,014264 0,08559 | 0,932263
T 38 0,053983 0,32437 | 0,747535
N 38 -0,146437 -0,88820 | 0,380331
M 38 -0,474369 -3.23314 | 0,002622
tip tumora 38 -0,249958 -1,54891 | 0,130150
gradus 38 0,123133 0,74446 | 0,461429
Lauren 38 -0,079417 -0,47801 | 0,635531
vaskularna invazija 38 -0,023581 -0,14152 | 0,888246
limfaticka invazija 38 0,029207 0,17531 | 0,861815
perineuralna invazija | 38 0.471611 3.20894 | 0.002799

Tablica 21. Korelacija postotka stanica pozitivnih na survivin u metastatskom limfnom

¢voru sa klinickopatoloSkim karakteristikama tumora
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Analiza korelacije intenziteta bojanja stanica metastatskog limfnog ¢vora pozitivnih na

survivin sa dobi i spolom pacijenta te klinickopatoloskim obiljezjima tumora koriStenjem

Spearman Rank testa pokazala je pozitivhu korelaciju izmedu intenziteta bojanja stanica

pozitivnih na survivin i postojanja perineuralne invazije. Drugim rije¢ima, tumori ¢ije stanice

u metastatskim limfnim ¢vorovima imaju jaci intenzitet bojanja ceS¢e pokazuju perineuralnu

infiltraciju u odnosu na tumore C¢ije tumorske stanice u metastatskim limfnim ¢vorovima

imaju slabiji intenzitet bojanja. (Tablica 22).

Tablica 22

broj | Spearman R | t(N-2) p-level
dob 38 |-0,024714 | -0,14833 | 0,882912
spol 38 | 0,174496 1,06329 | 0,294733
lokalizacija 38 |0,203770 1,24882 | 0,219790
T 38 |-0,029974 |-0,17992 | 0,858223
N 38 |-0,015891 -0,09536 | 0,924559
M 38 |-0,054630 |-0,32827 | 0,744608
tip tumora 38 |-0,108575 |-0,65532 | 0,516426
gradus 38 |-0,223462 | -1,37556 | 0,177457
Lauren 38 |-0,166154 |-1,01098 | 0,318775
vaskularna invazija 38 |0,066319 0,39879 | 0,692404
limfaticka invazija 38 | -0,054761 -0,32906 | 0,744019
perineuralna invazija | 38 | 0.663185 5.31643 | 0.000006

Korelacija intenziteta bojanja stanica pozitivnih na survivin u

metastatskom limfnom ¢voru sa klinickopatoloSkim karakteristikama tumora.
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5.5. Analiza utjecaja pojedinih klini¢kopatoloskih karakteristika i izrazenosti survivina na 5-

godisnje prezivljenje bolesnika

Bolesnici muskog spola imali su statisticki znacajno kraée prezivljenje u odnosu na

bolesnike zenskog spola. p =0 ,01388 (Slika 7)

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
O Complete + Censored

10 v

O
Q
O
A
x
O
O
o)

09t

08

0,7 r

0,6

05}

kumulativna proporcija prezivljenja

04t

03— : : : : :
0 12 24 36 48 60
mjeseci
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Bolesnici s ve¢im T stadijem bolesti imali su statisticki znacajno krace prezivljenje u

odnosu na bolesnike s manjim T stadijem . p = 0,01374 (Slika 8)

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Slika 8. Prikaz 5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na pT stadij bolesti.
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Bolesnici s ve¢im N stadijem bolesti imali su statisticki znacajno krace prezivljenje u

odnosu na bolesnike s manjim N stadijem . p = 0, 03935 (Slika 9)
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Bolesnici s ve¢im M stadijem bolesti imali su statisticki znac¢ajno krace prezivljenje u

odnosu na bolesnike s manjim M stadijem . p = 0, 00411 (Slika 10)
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Slika 10. Prikaz 5-godiSnjeg prezivljenja obzirom na M stadij bolesti.
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Analiza prezivljenja s obzirom na tip tumora (mucinoznu komponentu) nije pokazala

statisticki znacajne razlike. p = 0, 22472 (Slika 11)
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Slika 11. Prikaz 5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na tip tumora.
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Analiza prezivljenja s obzirom na gradus (diferenciranost) tumora nije pokazala

statisticki znacajne razlike. p= 0, 65751 (Slika 12)
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Slika 12. Prikaz 5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na diferenciranost tumora.
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Analiza prezivljenja s obzirom na klasifikaciju prema Laurenu nije pokazala statisticki

znacajne razlike. p= 0, 21435 (Slika 13)
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Slika 13. Prikaz 5-godiSnjeg prezivljenja obzirom na klasifikaciju prema Laurenu.
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Analiza prezivljenja s obzirom na postojanje vaskularne infiltracije nije pokazala

statisticki znacajne razlike. p= 0, 92351 (Slika 14)
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Slika 14. Prikaz 5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na postojanje vaskularne infiltracije.
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Bolesnici kod kojih su tumori pokazivali postojanje limfaticke infiltracije imali su

statisticki znacajno krace prezivljenje u odnosu na bolesnike kod kojih tumori nisu pokazivali

znakove infiltracije. p = 0, 03331 (Slika 15)
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Slika 15. Prikaz 5-godiSnjeg prezivljenja obzirom na postojanje limfaticke infiltracije.
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Analiza prezivljenja s obzirom na postojanje perineuralne infiltracije nije pokazala

statisticki znacajne razlike. p= 0, 59110 (Slika 16)
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Analiza prezivljenja s obzirom na lokalizaciju tumora nije pokazala statisticki

znacajne razlike. p= 0, 56438 (Slika 17)
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Slika 17. Prikaz 5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na lokalizaciju tumora.
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Za analizu prezivljenja s obzirom na postotak stanica primarnog tumora pozitivnih na
survivin, bolesnici su podijeljeni u dvije skupine ovisno da li je postotak izrazenosti veci ili
manji od medijana. Analiza nije pokazala statisticki zancajnu razliku (p = 0,16226), ali do
razlike dolazi nakon 2 godine u korist bolesnika sa manjim postotkom stanica pozitivnih na

survivin u primarnom tumoru te ova skupina bolesnika ima bolje prezivljenje (Slika 18).
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Slika 18. Prikaz S5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na postotak stanica primarnog

tumora pozitivnih na survivin.

108



Analiza prezivljenja s obzirom na intenzitet bojanja stanica primarnog tumora

pozitivnih na survivin nije pokazala statisti¢ki znacajnu razliku (p = 0, 13269) (Slika 19).
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Slika 19. Prikaz S5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na intenzitet bojanja stanica

primarnog tumora pozitivnih na survivin.
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Za analizu prezivljenja s obzirom na postotak stanica metastatskog tumora u limfnom

¢voru pozitivnih na survivin, bolesnici su podijeljeni u dvije skupine ovisno da li je postotak

izrazenosti veci ili manji od medijana. Analiza je pokazala statisticki znacajnu razliku (p = 0,

04488) u korist bolesnika sa ve¢im postotkom stanica pozitivnih na survivin u metastatskom

limfhom ¢voru te ova skupina bolesnika ima bolje prezivljenje (Slika 20).
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Slika 20. Prikaz 5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na postotak stanica metastatskog
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Analiza prezivljenja s obzirom na intenzitet bojanja stanica metastatskog tumora u

limfhom ¢voru pozitivnih na survivin nije pokazala statisticki znacajnu razliku (p = 0, 15778)

(Slika 21).
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Slika 21. Prikaz S5-godiSnjeg preZivljenja obzirom na intenzitet bojanja stanica

metastatskog tumora u limfnom ¢voru pozitivnih na survivin.
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6. RASPRAVA

Deskriptivna statistika pacijenata oboljelih od karcinoma zeluca pokazuje da je u
ispitivanom uzorku bilo viSe muskaraca, vecina bolesnika bila je u 7 desetlje¢u zivota u
vrijeme dijagnoze bolesti, a najcesca lokalizacija tumora bila je u distalnoj treéini Zeluca
(Tablica 3-5). Ispitivana skupina odgovara epidemiolosSkim karakteristikama oboljelih od
karcinoma zeluca. Kod vecine je ucinjena gastrektomija ili subtotalna resekcija Sto je
standardni postupak u lijecenju ove bolesti. Obzirom da se radilo o bolesnicima koji su
uglavnom prosli predoperacijku radiolosku obradu , vec¢ina ih nije imala metastatsku bolest,
medutim tek je mali broj imao T1 lokalni stadij bolesti , dok je oko polovice imalo metastaze
u limfnim ¢vorovima (Tablica 7), Sto takoder odgovara epidemioloskim podacima za Europu.
Patohistoloskom analizom utvrdena je prisutnost mucina u oko polovice slucajeva (Tablica
8), a u oko treine pacijenata tumori su pokazivali dobru diferenciranost (Tablica 9).
Analizom klasifikacije prema Laurenu utvrdena je dominacija intestinalnog tipa (Tablica 10)
Sto odgovara podacima iz literature. Relativno velik broj tumora pokazivao je limfaticku
infiltraciju u odnosu na vaskularnu i perineuralnu (Tablica 11). Kod veéine pacijenata
proveden je radikalan kirurski zahvat (Tablica 12). Ukupno gledano, podaci dobiveni
deskriptivnom statistikom govor u prilog reprezentativom uzorku pacijenata ukljucenih u ovo
istrazivanje.
Sli¢ni su podaci dobiveni i analizom prezivljenja , pa su tako bolesnici muskog spola imali
statistiCki znaCajno krace prezivljenje u odnosu na bolesnike zenskog spola. Ocekivano,
bolesnici s ve¢im T , N i M stadijem bolesti imali su statisticki znacajno krace prezivljenje u
odnosu na bolesnike s manjim T, N i M stadijem. (Slika 8-10) Analiza prezivljenja s
obzirom na tip tumora (mucinoznu komponentu) nije pokazala statisticki znacajne razlike kao
ni analiza prezivljenja s obzirom na gradus (diferenciranost) tumora te obzirom na

klasifikaciju prema Laurenu (Slika 11-13). Analiza prezivljnja u odnosu na infiltraciju tumora
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pokazala je znaCajno krade prezivljenje obzirom na limfaticku infiltraciju dok nije bilo
statistiCki znacajne razlike obzirom na vaskularnu i perineuralnu infiltraciju (Slika 14-16).
Nadalje, analiza prezivljenja s obzirom na lokalizaciju tumora nije pokazala statisticki
znacajne razlike (Slika 17).

U dosadas$njim istrazivanjima izrazenosti survivina imunohistokemijom koriSteni su
razliCiti naCini interpretiranja i grupiranja rezultata. Postoje istrazivanja gdje su uzorci tkiva u
kojima je bilo manje od 5 ili 10 % pa cak i 30 % smatrani za negativne(375, 397). Nadalje,
neki autori koristili su razlicite skale podjela intenziteta , a neki autori su koristili tzv . indeks
izrazenosti dobiven mnozenjem vrijednosti postotka ili skupine u koju spada postotak i
vrijednosti intenziteta. (371, 375, 398)Obzirom da postotak stanica koje imunohistokemijom
izrazavaju odredenu molekulu predstavlja izrazenost molekule u cijelom tkivu i ne govori o
relativnom broju odnosno izrazenosti molekule u pojedinoj stanici, a intenzitet bojanja upravo
odrazava taj podatak, dok ne govori o udjelu stanica nekog tkiva koje posjeduje odredenu
molekulu rezultati postotka i intenziteta u ovom istrazivanju prikazani su i analizirani
zasebno.

Analiza izraZenosti survivina u uzorcima zdrave sluznice Zeluca ocekivano je
pokazala niske vrijednosti postotaka i intenziteta bojanja. Stovise, u 7 od 20 uzoraka nije
zabiljezena niti najmanja izrazenost survivina.  Ranija istrazivanja zabiljezila su male
koli¢ine 1 u normalnoj sluznici Zeluca i to uglavnom u citoplazmi Zlijjezdanih stanica
unutarnjih podrucja Zlijezda, dok je razina izrazito mala ili odsutna u povrSinskoj
sluznici(335). Za razliku od toga, zabiljeZena je izraZenost survivina kod prekanceroznih
lezija.  Stopa pozitivnih stanica kod intestinalne metaplazije iznosila je 53.4%, displazije
59.4% te karcinoma zeluca 65.3%, Sto je bilo znacajno viSe od stope izrazenosti u normalnoj

sluznici Zeluca od 11.2%. (377)
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U ovom istrazivanju, medu uzorcima tkiva primarnog tumora, 2 preparata nisu bila pozitivna
na survivin, dok je 112 bilo pozitivno (98,24%) sa rasponom vrijednosti od 4,71 do 97,14 %
i aritmetickom sredinom postotka pozitivnih stanica od 62,68 1 medijanom od 66,60%.
Srednja vrijednost intenziteta iznosila je 2,02 (Tablica 13). Vlastiti rezultati pokazuju
znacajno vec¢i udio tumora koji koji su pozitivni na survivin u odnosu na udio uzoraka
normalne sluznice, sa ve¢im postotkom stanica i veé¢im intenzitetom. Potvrdeno je da je
izrazenost survivina karakteristika tumorskog tkiva.

Ranije studije na karcinomu Zzeluca imunohistokemijskom ili RNA analizom su pokazale
stopu izrazenosti izmedu 34.5% 1 82.0% (370, 372). S druge strane, postoje studije u kojima
su svi uzorci tkiva bili pozitivni na survivin (387).

Uocava se da su postoci uzoraka tkiva koji pozitivni na survivin dosta velikog raspona , §to
vjerojatno dolazi iz djelomic¢no razli¢ite metodologije rada . Zanimljiv je rad u kojem su
autori koriStenjem RT PCR -a pokazali izrazenost survivina u 68% slucajeva karcinoma
zeluca kao i u , doduSe manjem postotku (27%) zelu€ane sluznice rodaka iz prvog koljena
oboljelog. Nadalje, ekspresija survivina nadena je i u 22% nekanceroznog tkiva smjestenog uz
tumor, ali nije zabiljezena u normalnoj , udaljenoj sluznici zeluca (372).

Usporedbom postotka tumorskih stanica primarnog tumora pozitivnih na survivin i
intenziteta bojanja survivina u njima nadena je statisticki znacajna pozitivna korelacija, tj. u
uzorcima tkiva sa veéim postotkom stanica pozitivnih na survivin postoji i jai intenzitet
bojanja, odnosno izrazenost survivina (Tablica 15). Ovo moze ukazivati na biolosko
ponasanje tumora , odnosno ovisnosti izrazenosti survivina o samoj mitozi i obrnuto, kao i da
u tkivu tumora postoji mehanizam pozitivne povratne sprege regulacije izraZenosti survivina.

Analiza korelacije postotka stanica primarnog tumora pozitivnih na survivin sa dobi i
spolom pacijenata te klinickopatoloSkim obiljezjima tumora pokazala je pozitivnu korelaciju

izmedu postotka stanica pozitivnih na survivin i postojanja metastaza, kolicinom mucina i
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postojanjem limfati¢ne invazije. Drugim rijeCima, tumori sa veéim postotkom stanica
pozitivnih na survivin ¢e$¢e imaju metastaze, ¢eS¢e imaju veéu mucinoznu komponentu te
ceS¢e pokazuju limfatiCnu infiltraciju u odnosu na tumore sa manjim postotkom stanica
pozitivnih na survivin (Tablica 19).

Analiza korelacije intenziteta bojanja stanica primarnog tumora pozitivnih na survivin
sa dobi 1 spolom pacijenata te klinickopatoloSkim obiljezjima pokazala je pozitivnu
korelaciju izmedu intenziteta bojanja stanica pozitivnih na survivin i histoloSkog stadija
diferenciranosti. Drugim rije¢ima, tumori sa jacim intenzitetom bojanja stanica pozitivnih na
survivin ¢esce su slabijeg stadija diferenciranosti u odnosu na tumore sa slabijim intenzitetom
bojanja stanica pozitivnih na survivin (Tablica 20 ) . Uocena je pozitivna korelacija s loSijim
klini¢kopatoloskim obiljezjima tumora kada su oni pozitivni na survivin.

U analizi 5-godiSnjeg prezivljenja s obzirom na postotak stanica primarnog tumora
pozitivnih na survivin nije dobivena statisticki znaCajna razlika, medutim razlika se javlja
nakon 2 godine pracenja i to u smislu slabijeg prezivljenja za veci postotak izrazenosti (Slika
18). Analiza prezivljenja s obzirom na intenzitet bojanja stanica primarnog tumora pozitivnih
na survivin nije pokazala statisticki znacajnu razliku (Slika 19). Dobiveni rezultati vlastitoga
istrazivanja u skladu su sa postavljenom hipotezom istrazivanja te se djelomi¢no podudaraju
sa rezultatima drugih autora.
lako postoje iznimke (373), ve¢ina autora navodi da je izraZzenost survivina u korelaciji sa
slabijim prezivljenjem pacijenata te da pridonosi kemorezistenciji karcinoma zeluca (374). U
jednom od prvih radova (372) nije nadena korelacija s niti jednim standardnim
klini¢ckopatoloskim obiljezjem.

Song 1 sur.(375) su koriste¢i se poliklonskim protutijelima 1 imunohistokemijskim
obiljezavanjem uspjeli dokazati jedino za veli¢inu tumora znacajnu povezanost sa razinom

izrazenosti survivina, dok nije bilo povezanosti s drugim klini¢kopatoloskim obiljezjima.
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Prezivljenje pacijenata sa pozitivnim nalazom survivina bilo je statisti¢ki znacajno krace od
onih svrstanih u survivin negativnu skupinu §to survivin u tom istrazivanju ¢ini loSim
nezavisnim prognostickim ¢imbenikom (375).

Nedavno istrazivanje iz 2009. godine pokazalo je na razini mRNA za survivin izoliranog iz
ukupnih mononuklearnih stanica periferne krvi pacijenata oboljelih od karcinoma Zeluca
ekspresiju kod gotovo svih pacijenata , pozitivnu korelaciju sa prva tri stadija bolesti te
povezanost 1 znac¢aj razine mRNA za survivin kao loSeg prognostickog ¢imbenika. Sli¢no
istrazivanje pokazalo je da je razina survivina u cirkuliraju¢im karcinomskim stanicama
nezavisan predskazatelj recidiva (376).

U ispitivanju ovisnosti o diferencijaciji tumora, (377) razina izrazenosti se postepeno
povecavala od dobro diferenciranog adenokarcinoma (41.7%), preko umjereno diferenciranog
adenocarcinoma (58.3%) do slabo diferenciranog adenocarcinoma (75.6%) sa znacajnom
korelacijom. Nadalje, od klini¢ckopatoloskih obiljezja, izrazenost u difuznom tipu (74.6%)
bila je znacajno veéa nego ona u intestinalnom tipu (51.3%). Takoder, kod karcinoma sa
metastazama u limfnim ¢vorovima 76.9% je bilo pozitivno na survivin dok je kod onih bez
metastaza bilo 41.2%(377). Sli¢no, Xiao i sur (377, 378) su nasli kako su stope pozitiviteta
ekspresije survivina kod tumora sa metastazama (kod metastaza u limfne ¢vorove 86.2%, kod
jetrenih 1 ovarijalnih metastaza 100%) znacajno veée nego u tumora bez metastaza (64.3%).
Povezanost izraZzenosti survivina i klasifikacije po Laurenu istrazivana je i u studiji na
uzorcima karcinom Zeluca od kojih je imunohistokemijski 48,2% oznaceno kao pozitivho na
survivin. Treba naglasiti da su autori uzimali kao parametar pozitivnosti uzorke koji su imali
viSe od 30% pozitivnih stanica. U ovom je istrazivanju , s druge strane nadena nadena
znacajno veca stopa izrazenosti survivina kod intestinalnog tipa u odnosu na difuzni, dok nije
pokazana povezanost sa ostalim klini¢kopatoloskim obiljezjima (368). Sli¢ne rezultate dobili

su 1 autori u jednom od prvih radova vezanih za ovu problematiku (370).
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Povezanost je nadena i RT-PCR-om stanica u peritonealnoj tekucini pacijenata oboljelih od
karcinoma, a razina izrazenosti znacajno je korelirala sa dubinom invazije karcinoma,
metastazama u limfne ¢vovrove i TNM 98% klinicki evidentnih peritonealnih metastaza
pokazalo je izrazenost survivina (379)

Lee 1 sur. nisu uspjeli na tkivu karcinoma zeluca dokazati povezanost izrazenosti VEGF i
survivina, ali su dokazali povezanost veCe izraZenosti survivina sa vefom razinom
mikrovaskularne gustoce. Nadalje, pokazali su izrazenost survivina u samo 50% uzoraka
tkiva, a razina je bila u znacajanoj korelaciji sa veli¢inom tumora, dubinom invazije,
metastazama u limfne ¢vorove, stadijem tumora i loSijim prezivljenjem (371).

Deng 1 sur nasli su survivin takoder u oko 50% uzoraka tkiva te pozitivhu korelaciju sa
metastazama u limfne ¢vorove i dobrom diferencijacijom tumora. Nisu nasli koreleaciju sa
prezivljenjem(384). Sto se ti¢e diferenciranosti tumora i survivina Li i suradnici dobili su
obrnute rezultate, dok su imali 76% pozitivnih uzoraka te pozitivnu korelaciju s TNM
stadijem.(385)

Meng i sur. istrazivali su znacaj splice varijanti na uzorcima tumora i susjedne morfoloski
zdrave sluznice RT PCR-om pokazali prisutnost divljeg tipa u 100% uzoraka karcinoma ,
survivin-2b varijante u 78.5% te survivinDx3 kod 64% uzoraka . S druge strane, u morfoloski
zdravoj sluznici zabiljeZeni su postoci od 58%, 29.1% te 15.2 % za divlji tip, odnosno
varijantu 2b i Dx3(387)

Usporedujuci klinickopatoloske parametre i ekspresiju pojedinih varijanti survivina dobili su
zna€ajno manju izrazenost survivin-2b varijante kod III i IV stadija bolesti u odnosu na I 1 II
te negativnu korelacija sa dubinom invazije tumora i stupnjem diferencijacije. Nije nadena
povezanost drugih varijanti survivina sa klinickopatoloSkim obiljezjima tumora $to je bilo u
skladu s ranijim istrazivanjima (388, 389). S druge strane nadena je jedino korelacija divljeg

tipa sa prezivljenjem u smislu loSeg prognostickog ¢imbenika (387).
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U vlastitim istrazivanjima svi uzorci tkiva metastatskog tumora u limfnim ¢vorovima
imali su pozitivnu reakciju na survivin, sa rasponom vrijednosti od 0,5 do 95.76 % ,
aritmetickom sredinom postotka pozitivnih stanica od 50,72 i medijanom od 57,97%. Srednja
vrijednost intenziteta iznosila je 1,37 (Tablica 13). Usporedbom postotka tumorskih stanica u
metastatskom limfnom ¢voru pozitivnih na survivin i intenziteta bojanja survivina u njima
dobiveni su sli¢ni rezultati kao i u sluc¢aju primanog tumora, odnosno u uzorcima tkiva sa
veéim postotkom stanica pozitivnih na survivin postoji 1 jaci intenzitet bojanja, odnosno
izrazenost survivina (Tablica 16)

Analiza korelacije postotka tumorskih stanica metastatskog limfnog ¢vora pozitivnih
na survivin sa dobi i spolom pacijenta te klini¢kopatoloskim obiljezjima tumora pokazala je
pozitivnu korelaciju izmedu postotka stanica pozitivnih na survivin i postojanja metastaza te
postojanja perineuralne invazije. Tumori ¢ije stanice u metastatskim limfnim ¢vorovima imaju
veéi postotak stanica pozitivnih na survivin, ¢eSée imaju metastaze te ceSce pokazuju
perineuralnu infiltraciju u odnosu na tumore Cc¢ije su stanice u metastatskim limfnim
¢vorovima manjeg postotoka pozitivnih na survivin.

Analiza korelacije intenziteta bojanja stanica metastatskog limfnog ¢vora pozitivnih na
survivin sa dobi 1 spolom pacijenata te klinickopatoloSkim obiljezjima tumora pokazala je
pozitivnu korelaciju izmedu intenziteta bojanja stanica pozitivnih na survivin i postojanja
perineuralne invazije. Tumori Cije stanice u metastatskim limfnim ¢vorovima imaju jaci
intenzitet bojanja ceS¢e pokazuju perineuralnu infiltraciju u odnosu na tumore ¢ije tumorske
stanice u metastatskim limfnim ¢vorovima imaju slabiji intenzitet bojanja. Uocava se da je
izrazenost survivina u metastatskom limfnom ¢voru u pozitivnoj korelaciji sa loSijim
klini¢kopatoloskim obiljezjima tumora Sto je takoder ocekivani rezultat.

Medutim, zanimljivo je da je usporedbom postotka tumorskih stanica u primarnom tumoru

pozitivnih na survivin i postotka stanica pozitivnih na survivin u metastatskom limfnom
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¢voru istog pacijenta nadena statistiCki znacajna razlika (Tablica 17) 1 statisticki znacajna
pozitivna korelacija (Slika 5). Naime, postotak tumorskih stanica koje se pozitivne na survivin
u primarnom tumoru veci je od postotka stanica pozitivnih na survivin u odgovaraju¢em
metastatskom limfnom ¢voru, a povecanje postotka stanica koje pokazuju izrazenost
survivina u primarnom tumoru prati i poveéanje postotka stanica koje imaju izrazenost
survivina u odgovaraju¢em metastatskom limfnom ¢voru.  Usporedbom intenziteta bojanja
tumorskih stanica nije nadena statisticki znacajna razlika, ali je nadena statisticki znacajna
pozitivna korelacija tj.povecanje intenziteta bojanja u primarnom tumoru prati povecanje
intenziteta bojanja u metastatskom limfnom ¢voru (Tablica 18, Slika 6). Rezultati ukazuju na
smanjenje izrazenosti u metastatskom tumoru u odnosu na primarni tumor , $to je neocekivani
1 zanimljiv podatak.

Kada se uzme u obzir da je analizom prezivljenja s obzirom na postotak stanica
metastatskog tumora u limfnom ¢voru pozitivnih na survivin dobivena statisticki znacajna
razlika u korist pacijenata sa ve¢im postotkom stanica, odnosno bolje prezivljenje, tada se
situacija dodatno komplicira. Analiza prezivljenja s obzirom na intenzitet bojanja stanica
metastatskog tumora u limfnom ¢voru koje su pozitivne na survivin nije pokazala statisticki
znacajnu razliku. Prema rezultatima vlastitog istrazivanja,izrazenost survivina je u
metastatskom limfnom ¢voru manje u odnosu na primarni tumor , ali i dalje povezano sa
losijim klinickopatoloSkim znacima , medutim i sa boljim prezivljenjem.

Odgovor vjerojatno lezi u promjeni biologije metastatskog tumora. Jedno od mogucih
objasnjenja moglo bi biti da survivin u limfnom ¢voru postaje antigen na koji se javlja imuni
odgovor limfocita T (399-405). Time bi se moglo objasniti smanjena izraZzavanost survivina
koje je 1 u manjoj ukupnoj razini povezana s nekim loSijim klinickopatoloSkim
karakteristikama. Tumor bi s druge strane, mogao poceti koristiti druge molekulske

mehanizme kako bi prezivio i rastao , a koji viSe nisu dostupni djelovanju imunoloskog
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sustava domacina pa bi se teoretski na taj na¢in moglo objasniti loSije prezivljenje kod
pacijenata ¢iji metastatski tumori imaju manju razinu survivina.

Istrazivanje je odredilo razinu izraZenosti survivina u tkivu primarnog tumora i
metastatskim limfnim C¢vorovima karcinoma zeluca te povezivanje razine izrazenosti s
klinickopatoloskim obiljezjima tumora te prezivljenjem pacijenata. Nadalje, istrazivanje je po
prvi put pokazalo odnos izrazenosti survivina izmedu primarnog i metastatskog tumora te
dinamiku izrazenosti ¢ime je ukazalo na promjenu biologije tumora prilikom metastaziranja.
Istrazivanjem je potvrdena hipoteza, a postignuti ciljevi daju doprinos u rasvjetljavanju uloge
survivina u razvoju i Sirenju ovog tumora. Takoder, istrazivanje je odredilo i vrijednost razine
izrazenosti survivina kao  prognostickog c¢imbenika karcinoma Zeluca. Odredivanje
izrazenosti survivina u tkivu karcinoma zeluca moze posluziti kao dodatni pokazatelj
odredivanja prikladne terapije, uspjesnosti adjuvantnog lijecCenja karcinoma zeluca odnosno

kao dodatni biljeg pracenja zdravstvenog stanja bolesnika.
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7. ZAKLJUCCI

1. Survivin je izrazen u vecini tkiva primarnog karcinoma Zeluca i metastatskim
limfnim ¢vorovima i predstavlja obiljezje karcinoma Zeluca i njegovih metastaza u
limfne ¢vorove.

2. lIzrazenost survivina u tkivu primarnog karcinoma Zeluca 1 tkivu metastatskog
limfnog ¢vora znacajno je ve¢a u odnosu na normalnu sluznicu Zeluca

3. lIzrazenost survivina u primarnom tumoru veca je od izrazenosti u metastatskom
limfom ¢voru.

4. Intenzitet izraZzenosti molekule survivina unutar tkiva karcinoma zeluca u
pozitivnoj je korelaciji sa postotkom stanica pozitivnih na survivin.

5. PojaCano izrazavanje survivina u primarnom karcinomu Zeluca povezano je s
uCestalijim metastaziranjem, ve¢im udjelom mucinoznih stanica, jacom
limfatickom infiltracijom, slabijom diferencirano§¢u tumora, te grani¢no sa
lo$ijim prezivljenjem.

6. Pojacano izrazavanje survivina u metastatskim limfnim ¢vorovima povezano je sa
ucestalijim metastaziranjem, perineuralnom invazijom, ali i boljim prezivljenjem.

7. Moguce je da prilikom metastaziranja karcinoma zeluca dolazi do promjena u

biologiji tumorskih stanica koje ukljucuju smanjivanje izrazenosti survivina.
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8. SAZETAK

Iako je svjetska incidencija u opadanju, karcinom zeluca predstavlja drugi najvec¢i uzrok smrti
povezan s karcinomima. Nastaje kroz nekoliko stupnjeva procesa karcinogeneze, a poremecaj
fizioloSke apoptoze smatra se za kljucni korak u njegovu nastanku.Survivin pripada IAP
porodici molekula (od eng. inhibitors of apoptosis) koje uglavnom imaju ulogu u
antiapoptotskim mehanizmima. Nekoliko objavljenih istrazivanja o povezanosti survivina i
karcinoma Zeluca donosi oprecne rezultate bilo da se radi o razini izrazenosti bilo da se radi o
eventualnoj povezanosti s klini¢kopatoloskim obiljezjima tumora. IzraZenost survivina u
metastatskim limfnim ¢vorovima do danas nije istrazeno.

Cilj istrazivanja bio je odrediti koriStenjem imunohistomijskog obiljezavanja razinu
izrazenosti survivina u tkivu primarnog karcinoma Zeluca i metastatskim limfnim ¢vorovima
te istraziti povezanost izrazenosti sa kliniCkopatoloSkim obiljezjima tumora i ukupnim
prezivljenjem. Rezultati istrazivanja pokazali su da u tkivu primarnog tumora te u
metastatskim limfnim ¢vorovima pacijenata oboljelih od karcinoma Zeluca postoji visoka
izrazenost survivina te da je pojacana izrazenost povezana s loSijom klini¢kopatoloskim
obiljezjima tumora. Nadalje, pokazali smo da je izrazavanje survivina u metastatskim
stanicama manje u odnosu na primarni tumor S§to govori o mogucoj ulozi survivina u
promjeni biologije metastatskog tumora. Povezanost izrazenosti survivina s klinickom slikom
1 prezivljenjem pokazala je vrijednost survivina kao prognostickog ¢imbenika. Izrazenost ove
molekule u konacnici bi mogao posluziti kao dodatni pokazatelj odredivanja prikladne
terapije, uspjeSnosti adjuvantnog lijeCenja karcinoma Zeluca odnosno kao dodatni marker

prac¢enja zdravstvenog stanja bolesnika.
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9. SUMMARY

Although the worldwide incidence is desreasing, gastric cancer is second cancer related cause
of death . Gastric cancer is supposed to appeare through several stages of carcinogenesis and
deviation of physiologic appopthosis is considered as a key moment in carconogenesis.
Survivin is a member of IAP (inhibitors of apoptosis) molecular family which have generaly
have a role in antiapoptotic mechanisms. Up to now, several researches concernig relationship
of survivin and gastric cancer have been published, however with adversely results, both
concernig the level of expression both possible relationship with clinical and pathological
features of the tumor. The expression of survivin in lymph nodes has not yet been explored.
Aim of this study is to determine the level of survivin expression, both in primary gastric
cancer tumor, both in metastatic lymph nodes and explore the relationship between the level
of expression with patohystology features of the tumor and clinical features of disease and
overall survival.

Results of this research have shown that there is high expression of survivin in primar and
metastatic lymph node cancer and the level of expression is in correlation with poor
clinicopathologic features of disease. Furthermore, we have shown that there is decreased
level of expression in metastatic lymph nodes comparing to primar cancer which can suggest
of possible role of survivin in changing the biology of metastatic tumor.The correlation of
survivin expression with clinical features of diseases and survival has shown the signifficane
of survivin as prognostic factor. The level of expression of this molecule could, on the end,
become an important factor that influence the modalities of treatment and also serve as follow

up marker.
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